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La mélatonine est une neurohormone produite principalement par la glande pinéale de 
manière circadienne et agissant par l’activation de deux récepteurs couplés aux protéines G 
(RCPGs) appelés MT1 et MT2. La mélatonine régule de nombreuses fonctions 
physiologiques importantes. La régulation des niveaux de dopamine (DA) et de glucose en 
font partie mais nous ne savons pas clairement comment la mélatonine les régule. 
Les niveaux de DA extracellulaire sont principalement régulés par son transporteur (DAT) 
responsable de sa recapture dans les neurones présynaptiques afin de prévenir d’une 
hyperactivation des récepteurs dopaminergiques. Par conséquent, nous avons vérifié le rôle 
de DAT dans la régulation du système dopaminergique par le système mélatoninergique. 
Nous avons montré qu’en interagissant avec la forme immature non-glycosylée de DAT, 
MT1 et MT2 le retiennent dans le réticulum endoplasmique régulant ainsi son expression à 
la surface cellulaire et donc la recapture de la DA. De la même manière, les souris déficientes 
en MT1 ou MT2 ont montré une augmentation de la recapture de la DA dans les 
synaptosomes de striatum et une baisse de l’hypermotilité induite par l’amphétamine. Dans 
ce projet nous avons ainsi révélé un nouveau lien entre les systèmes mélatoninergiques et 
dopaminergiques basé sur la formation de complexes moléculaires entre les récepteurs de la 
mélatonine et DAT. 
Afin de mieux comprendre le rôle de la mélatonine dans la régulation des niveaux de glucose, 
nous avons ensuite étudié l’implication de variants génétiques de MT2 dans le 
développement du diabète de type 2 (DT2). Des études antérieures avaient montré que des 
variants naturels défectueux fonctionnellement étaient associés à un risque de développer le 
DT2. Afin de déterminer plus précisément les propriétés défectueuses en lien avec le DT2, 
nous avons mesuré l’activation spontanée et celle induite par la mélatonine de 40 variants 
MT2. Nous avons ainsi montré que des défauts d’activation des protéines Gαi et Gαz induite 
par la mélatonine et de recrutement spontané de la βarrestine-2 sont significativement reliés 
à un risque de développer le DT2. Les résultats expérimentaux corrélaient avec les 
prédictions de l’analyse sur le score d’évolution. Ce travail permettra de nouvelles avancées 
dans la recherche de traitements personnalisés pour les personnes portants les mutations sur 
MT2 afin qu’il retrouve une réponse non défectueuse. 
Le séquençage du gène codant pour MT1 chez 9393 personnes a permis l’identification de 
32 variants naturels de ce récepteur. Le récepteur MT1 sauvage et les variants ont ainsi été 
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caractérisés grâce aux techniques de transfert d’énergie par résonnance de bioluminescence 
(BRET). Nous avons montré que MT1 active les protéines Gαi/o, Gα12 et Gα15 et recrute la 
βarrestine-2. L’analyse des résultats par factorisation matricielle non linéaire a révélé 
l’existence de 5 clusters caractérisés par différents profils de signalisation. La modélisation 
3D par homologie de MT1 a permis de déterminer l’impact de chaque variant sur l’activation 
du récepteur et ses interactions avec les protéines G et la βarrestine-2. Ce projet a ainsi 
permis de démontrer que des variants naturels sont très intéressant afin de comprendre les 
mécanismes d’action des RCPGs. 
En résumé, ce travail contribue à la compréhension des fonctions des récepteurs à la 
mélatonine et souligne leur importance dans la régulation du système dopaminergique et de 
l’homéostasie glucidique. Nos résultats offrent de nouvelles perspectives dans la recherche 
de nouveaux traitements personnalisés pour les patients souffrant d’un dérèglement du 
système dopaminergique ou de DT2. 
 
Mots-clés : Mélatonine, récepteurs couplés aux protéines G, dopamine, transporteur, 




Melatonin is a neurohormone mainly released from the pineal gland in a circadian manner 
acting through two G protein-coupled receptors (GPCRs) called MT1 and MT2. Melatonin 
regulates many important physiological functions. Regulation of dopamine (DA) and 
glucose levels are two of them but how they do this is not clear.  
Extracellular DA levels are mainly regulated by its transporter (DAT) which mediates DA 
re-uptake into presynaptic nerve termini to prevent DA receptor hyperactivation in the 
presynaptic cleft. Consequently, we verified the role of DAT in the regulation of the DA 
system by melatonin. We showed that MT1 and MT2, by interacting with the immature non-
glycosylated form of DAT retain DAT in the endoplasmic reticulum thus regulating DAT 
cell surface expression and DA reuptake. Consistently, mice with targeted deletion of MT1 
and MT2 show markedly enhanced DA uptake in striatal synaptosomes and decreased 
amphetamine-induced locomotor activity. Collectively, we revealed here a molecular link 
between the melatonin and DA systems, which is based on the formation of a molecular 
complex between melatonin receptors and DAT. 
To better understand the role of melatonin on the regulation of glucose levels, we studied 
the involvement of genetic variants of MT2 in the development of type 2 diabetes (T2D). 
Previous studies showed that natural loss-of-function variants of MT2 associate with T2D 
risk. To determine more precisely the defective properties linked to T2D risk we monitored 
spontaneous and melatonin-induced activation of different signaling pathways by 40 MT2 
variants. We show that defects in melatonin-induced Gαi and Gαz activation and 
spontaneous βarrestin-2 recruitment are most significantly associated to T2D risk. 
Experimental results correlated well with those predicted by evolutionary lineage analysis. 
This work will help to propose personalized treatments for MT2 variant carriers to recover 
their defective responses. 
Sequencing of MT1 gene of 9393 individuals resulted in the identification of 32 natural MT1 
variants. MT1 wild-type and variants were functionally characterized in bioluminescence 
resonance energy transfer (BRET) assays. We showed that MT1 activates Gαi/o, Gα12 and 
Gα15 proteins and recruits βarrestin-2. Analyzes of results by non-linear matrix factorization 
revealed the existence of 5 clusters characterized by different signaling profiles. 
Computational homology modeling of the 3D model of MT1 helped to determine the impact 
of each variant on receptor activation and interaction with G proteins and βarrestin-2. 
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Collectively, our data illustrate that natural variants are powerful tools to understand the 
molecular basis of GPCR function. 
Overall, this work contributes to our understanding of the function of melatonin receptors 
and highlights their importance in the regulation of the DA system and glucose homeostasis. 
Our results will open new, personalized therapeutic options for patient suffering from a 
defective DA system or T2D. 
 
Keywords : Melatonin, G protein-coupled receptors, dopamine, transporter, neurobiology, 
type 2 diabetes, genetic variant, structure, signaling 
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I. Le système mélatoninergique 
A. La mélatonine 
1. Historique de la mélatonine 
La mélatonine (MLT) fut découverte et isolée en 1958 par le dermatologue Aaron Lerner (1) 
lorsqu’il travaillait sur le vitiligo et qu’il tentait d’inhiber l’hyperpigmentation. Elle fut alors 
identifiée comme N-acétyl-5-métoxytryptamine (2, 3). Les chercheurs ont ensuite découvert 
qu’elle permettait l’agrégation des granules de mélanine sur les mélanophores dermiques de 
la grenouille et qu’elle était sécrétée principalement pendant la nuit et provoquait la fatigue 
et le sommeil chez certains mammifères. 
2. Synthèse et régulation de la mélatonine 
a. Synthèse et libération de la mélatonine 
La MLT, également appelée hormone du sommeil, est principalement synthétisée par les 
pinéalocytes localisés dans la glande pinéale des mammifères. Ces cellules utilisent l’acide 
aminé tryptophane pour le transformer dans un premier temps en 5-hydroxytryptophane par 
l'enzyme tryptophane hydroxylase (TH) puis en sérotonine grâce à l'enzyme décarboxylase 
des acides aminés aromatiques (AA-DC). Cette sérotonine est produite de manière 
constitutive dans le cerveau et transformée dans la glande pinéale pendant la nuit, en N-
acétyl sérotonine (ou N-acétyl-5 hydroxytryptamine) par l’enzyme sérotonine N-acétyl 
transférase (AA-NAT). L’acétyl sérotonine O-méthyltransférase (ASMT) transforme 




Figure 1. Synthèse de la mélatonine 
 
Il est intéressant de noter que la synthèse de la MLT est faible durant la journée et élevée 
durant la nuit et se déroule de la même manière indépendamment si l’organisme est nocturne 
ou diurne. Ce rythme est imposé par l’alternance de lumière et d’obscurité, l’exposition à la 
lumière pendant la nuit supprimant sa production. Par ailleurs, il est observé que la durée et 
l’amplitude de la sécrétion par la glande pinéale sont directement liées à la durée de la 
période obscure (4). Aussitôt après sa synthèse, la MLT n’est pas stockée mais sécrétée dans 
le sang et le liquide céphalorachidien (5). La lumière perçue par la rétine déclenche un signal 
transmis au noyau suprachiasmatique (NSC) de l’hypothalamus (l’horloge biologique), 
lequel inhibe la transmission du signal à la glande pinéale. Durant la phase obscure, il y a 
levée de l’inhibition et libération de noradrénaline activant la synthèse de l’AA-NAT et 
générant ainsi le rythme nycthéméral (6-8). 
Chez les personnes jeunes et d’âge moyen, la MLT est sécrétée de manière circadienne avec 
une grande amplitude et un pic maximal durant la nuit. Cette amplitude diminue néanmoins 
avec l’âge (Figure 2). La concentration en MLT sécrétée par les sites extrapinéaux oscille 
souvent avec de plus faibles amplitudes. Certains de ces sites sont très importants en terme 
de quantité, comme le tract gastrointestinal contenant plusieurs centaines de fois plus de 
MLT que la glande pinéale (9, 10), certaines parties du système nerveux central (SNC) (9, 




Figure 2. Amplitude de sécrétion de la mélatonine selon l’âge (D’après Karasek, 
2004 (12)). 
 
b. Le métabolisme de la mélatonine 
Il existe plusieurs voies pour le métabolisme de la MLT (Figure 3). 
La première est la voie principale qui a lieu dans le foie et élimine environ 80% de la MLT 
circulante. Dans les hépatocytes, la MLT est hydroxylée par le cytochrome P450 pour 
conduire à la 6-hydroxymélatonine qui est ensuite éliminée dans les urines par les reins après 
sulfo ou glucuronoconjugaison (13) par la sulfotransférase ou l’UDP-glucuronosyl-
transférase respectivement. 
La deuxième voie est la voie kynurique. Elle consiste en l’ouverture du cycle indolique par 
des processus oxydatifs. Cette voie peut être spontanée sans nécessiter l’intervention d’une 
enzyme mais implique l’action de radicaux libres ou d’ultraviolet B (UVB) (14-17). Elle 
peut également se produire dans le cerveau et être due à l’action de l’indoléamine-2,3-
dioxygénase qui permet la déformylation du composé par la myélopéroxydase pour donner 




Figure 3. Métabolisme de la MLT (D’après Cardinali, 1981 (20)) 
 
B. Les récepteurs couplés aux protéines G 
La majorité des actions et des effets de la MLT est transmise par ses récepteurs 
membranaires exprimés à la surface cellulaire et faisant partie de la superfamille des RCPGs. 
1. Introduction des récepteurs couplés aux protéines G 
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) forment le plus grand et le plus varié des 
groupes de récepteurs membranaires chez les eucaryotes. Ces récepteurs de surface cellulaire 
permettent la réception de nombreux messagers comme la lumière, des peptides, des lipides, 
des sucres ou encore des protéines. Ce genre de messager informe les cellules sur la présence 
ou l’absence de lumière et de nutriments nécessaires à la vie dans l’environnement ou alors 
transmettent des informations envoyées par d’autres cellules. 
Les RCPGs jouent un rôle important dans de nombreuses fonctions biologiques dans le corps 
humain et la compréhension de ces récepteurs a beaucoup affecté la médecine moderne. En 
effet, environ 30% des médicaments sur le marché sont des molécules liant les RCPGs. 
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Les RCPGs lient une grande variété de molécules de signalisation (Figure 4) mais ils 
partagent une architecture commune conservée tout au long de l’évolution. De nombreux 
eucaryotes actuels, incluant les animaux, les plantes, les champignons et les protozoaires, 
utilisent ces récepteurs afin de recevoir les informations de leur environnement. Par exemple, 
de simples eucaryotes comme les levures ont des RCPGs détectant le glucose et des facteurs 
de reproduction. Les RCPGs sont également impliqués dans de nombreuses autres fonctions 




Figure 4. La grande diversité des ligands des RCPGs et des voies de 




2. Structure et classification des RCPGs 
Les RCPGs sont des polypeptides en conformation globulaire incrustés dans la membrane 
plasmique. Sept segments de ces protéines traversent entièrement la membrane (Figure 5), 
expliquant pourquoi les RCPGs sont également appelés ‘’récepteurs à 7 domaines 
transmembranaires’’ qui sont reliés entre eux par des boucles intracellulaires (ICL1, ICL2 et 
ICL3) et extracellulaires (ECL1, ECL2 et ECL3). Les boucles extracellulaires et les 
domaines transmembranaires forment la poche liant les ligands. Les RCPGs modulent une 
grande diversité de processus physiologiques et les mutations dans les gènes codant pour ces 
récepteurs sont impliquées dans de très nombreuses maladies. 
 
Figure 5. Modèle d’un récepteur couplé aux protéines G 
 
Plusieurs systèmes de classification ont été utilisés afin de décomposer cette superfamille. 
Certains systèmes ont regroupé les récepteurs selon la manière dont le ligand lie son 
récepteur et d’autres ont utilisé leurs caractéristiques physiologiques et structurales. Un des 
systèmes les plus fréquents est le système utilisant les classes A, B, C, D, E et F avec des 
sous-classes utilisant les chiffres romains (22, 23). Ce système couvre l’ensemble des 
RCPGs à la fois chez les vertébrés et chez les invertébrés. Plus tard, Robert Fredriksson 
classifia les différents RCPGs en 5 familles nommées glutamate, rhodopsine, adhésion, 
‘’frizzled/taste2’’ et sécrétine formant le système de classification GRAFS (24), la famille 




Figure 6. Classification GRAFS des RCPGs. 
 
3. Signalisations protéines G dépendantes et indépendantes 
Comme leur nom l’indique, les RCPGs interagissent avec les protéines G au niveau de la 
membrane plasmique. Lorsqu’un agoniste se lie à un RCPG, cela entraine un changement 
conformationnel du récepteur entrainant des interactions avec les protéines G à proximité. 
Les protéines G sont des protéines spécialisées avec la capacité de lier la guanosine 
triphosphate (GTP) et la guanosine diphosphate (GDP). Les protéines G s’associant avec les 
RCPGs sont hétérotrimériques et contiennent donc trois sous unités différentes : une sous 
unité alpha, une béta et une gamma (Figure 4). Les sous unités alpha et gamma sont liées à 
la membrane plasmique par des ancrages au niveau des lipides. La sous unité alpha peut lier 
le GTP ou le GDP dépendamment de sa conformation active (GTP) ou inactive (GDP) (25). 
En absence de signal, le GDP est lié à la sous unité alpha et ce complexe est lui-même lié au 
RCPG. Cette conformation persiste jusqu’à ce qu’une molécule de signalisation se lie au 
RCPG. A ce moment, un changement conformationnel du récepteur active la protéine G et 
le GDP de la sous unité alpha est physiquement remplacé par le GTP entrainant la 
dissociation du complexe hétérotrimérique en deux parties : la sous unité alpha liée au GTP 
et le dimer béta-gamma (26). Ces deux parties restent ancrées à la membrane plasmique mais 
elles ne sont plus liées au RCPG leur permettant d’interagir avec d’autres protéines 
membranaires. Les protéines restent actives tant que la sous unité est liée au GTP. 
Néanmoins, lorsque ce GTP est hydrolysé en GDP, les sous unités reprennent leur forme 
inactive de trimère et le complexe se réassocie au RCPG devenu lui aussi inactif (27). De 
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cette manière, les protéines G fonctionnent à la manière d’un interrupteur qui s’active et se 
désactive à la réception de molécules de signalisation interagissant avec le RCPG. 
Quel que soit le moment, une sous unité alpha liée au GTP ou encore un dimer béta-gamma 
peuvent activer d’autres protéines membranaires impliquées dans la voie de signalisation. 
Les cibles spécifiques des protéines G incluent différentes enzymes qui produisent différents 
messagers secondaires comme certains canaux ioniques qui permettent aux ions d’agir en 
tant que messagers secondaires. Certaines protéines G stimulent l’activité de ces cibles, alors 
que d’autres vont les inhiber (28, 29).  
L’activation d’une seule protéine G peut affecter la production de centaines de seconds 
messagers comme l’AMP cyclique (AMPc), le diacylglycérol (DAG), l’inositol 1, 4, 5-
triphsophate (IP3), qui coordonnent les voies de signalisation intracellulaires (28, 29). Une 
cible fréquente des protéines G activées est l’adénylate cyclase, une enzyme associée à la 
membrane qui, lorsqu’elle est activée, catalyse la synthèse du second messager AMPc à 
partir d’ATP. Chez l’être humain, l’AMPc est notamment impliqué dans la réponse aux 
stimuli sensoriels, aux hormones ou encore à la transmission nerveuse.  
La phospholipase C est une autre cible courante des protéines G activées. Cette enzyme 
associée à la membrane catalyse la synthèse de deux messagers secondaires, le DAG et l’IP3 
à partir du phosphatidyl inositol (30). Cette voie particulière est nécessaire dans de nombreux 
processus du corps humain. 
4. Mécanismes d’internalisation et de trafic 
La capacité à réguler les interactions entre les cellules et leur environnement extracellulaire 
est essentielle pour la maintenance des fonctions physiologiques appropriées. Pour les 
RCPGs, cette régulation se produit à travers de multiples mécanismes permettant un contrôle 
spatial et temporel de la transduction du signal (31). Un des mécanismes principaux de la 
régulation des RCPGs implique le trafic endocytique qui permet l’internalisation des 
récepteurs depuis la membrane plasmique atténuant ainsi la signalisation dépendante des 
protéines G (32, 33). Il y a de plus en plus de preuves que les RCPGs peuvent signaliser de 
manière indépendante aux protéines G (Figure 7) et depuis les compartiments 
intracellulaires, dont les endosomes (34, 35). Dans ce contexte, l’internalisation des 




Figure 7. Exemples de signalisations dépendantes et indépendantes des 
protéines G 
 
Le modèle principal de la signalisation des RCPGs postule que, suite à la stimulation par 
l’agoniste du RCPG et à la génération du second messager, la protéine G est physiquement 
découplée du récepteur afin d’éviter les effets négatifs d’une stimulation prolongée du 
récepteur dans la cellule. Ce processus de désensibilisation du RCPG est principalement 
initié par les kinases de RCPGs (GRKs) (36) et d’autres kinases qui phosphorylent les 
résidus sérine et thréonine situés dans les boucles intracellulaires et au niveau C-terminal 
des récepteurs activés (Figure 8). Les récepteurs phosphorylés vont alors recruter les 
protéines β-arrestines situées dans le cytoplasme vers la membrane plasmique, entrainant la 
fin de la signalisation dépendante des protéines G. A son tour, la β-arrestine peut agir comme 
protéine d’échafaudage pour recruter de nouvelles protéines qui vont médier d’autres 
cascades de signalisation comme celles impliquées dans la signalisation des kinases comme 
ERK1/2, ou encore celles impliquées dans l’internalisation du récepteur par l’endocytose. 
La voie la mieux décrite pour l’internalisation des RCPGs implique la liaison de la clathrine 
et de sa protéine adaptatrice (AP2) au récepteur lié à la βarrestine (37-41). Les récepteurs 
sont alors internalisés via des vésicules entourées de clathrine vers les endosomes, d’où ils 
seront dirigés vers les lysosomes pour la dégradation ou recyclés vers la membrane 
plasmique (42, 43). Ces études ont engendré un système de classification basé sur les 
différences d’affinités pour les isoformes d’arrestines (44). D’après ce système, les RCPGs 
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de classe A lient préférentiellement et de manière transitoire la βarrestine-2 et sont 
rapidement déphosphorylés et recyclés. Au contraire, les récepteurs de classe B lient les 
βarrestines-1 et -2 avec une affinité similaire et forment des complexes stables entrainant 
leur rétention, leur recyclage et leur dégradation (45).  
Étant donné la taille de la famille des RCPGs, il n’est pas étonnant que certains récepteurs 
ne suivent pas la voie d’endocytose classique de βarrestine-AP2-clathrine. Par exemple, 
certains récepteurs interagissent directement avec AP2 par leur partie C-terminale, ce qui 
permet leur interaction directe avec les puits recouverts de clathrine (46-49). D’autres 
récepteurs peuvent également être internalisés via des voies d’endocytose alternatives (50). 
Ces mécanismes impliquent des microdomaines spécifiques de la membrane, comme les 
radeaux lipidiques ou les cavéoles. Bien que ces voies d’endocytose soient moins bien 
comprises, de nombreux récepteurs ont été reportés comme étant associés aux cavéolines 
(51-54). Plus récemment, une nouvelle voie d’endocytose a été identifiée comme étant 
dépendante de la protéine endophiline (55, 56).  
 
Figure 8. Internalisation des RCPGs par la voie dépendante des β-arrestines et 
leur trafic dans la cellule. 
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5. Signalisation biaisée 
La reconnaissance que les RCPGs puissent signaliser via des voies dépendantes ou 
indépendantes des protéines G a été importante. Dans la continuité de ce concept, la capacité 
d’un ligand à activer préférentiellement une voie de signalisation plutôt qu’une autre est de 
plus en plus étudiée. C’est ce qu’on appelle la signalisation biaisée (57) ou la sélectivité 
fonctionnelle. Avec la perspective attrayante de favoriser l’activation de voies de 
signalisation favorables plutôt que non favorables ou nocives, les agonistes biaisés 
pourraient s’avérer être des molécules thérapeutiques prometteuses. En effet, des composés 
biaisés ont déjà été développés par exemple pour le récepteur de type 1 à l’angiotensine II 
(58) ou le récepteur μ-opioïde (59). Cette voie de recherche reste très prometteuse pour 
l’avenir dans le domaine des RCPGs (60). 
C. Les récepteurs de la mélatonine 
1. Découverte des récepteurs de la mélatonine 
La majorité des actions de la MLT sur la cellule sont exercées grâce à ses 2 récepteurs 
membranaires MT1 et MT2. Ces 2 récepteurs partagent 55% d’homologie et 70% dans les 
domaines transmembranaires (Figure 9) et sont exprimés en faible quantité dans de 
nombreux organes et types cellulaires (61) excepté dans l’hypophyse pars tuburalis, 
impliqué dans la transmission des effets saisonniers, où le récepteur MT1 est présent en plus 
grande quantité (62, 63). 
Initialement, les études de caractérisation des sites de liaison de la MLT utilisaient la forme 
tritiée ([3H]-MLT) comme radioligand marqué permettant ainsi de localiser des sites de 
liaison dans de nombreux tissus notamment au niveau du cerveau de bovin (64) ou de la 
rétine du lapin (65). L’introduction en 1984 d’un nouveau ligand radioactif, la 2-[125I]- iodo 
MLT (66), qui présente par rapport à la [3H]-MLT une meilleure stabilité a permis de 
localiser et de caractériser divers sites mélatoninergiques dans des tissus neuronaux et non 
neuronaux (67). Deux types de sites ont été découverts : un de forte affinité (pM) appelé 
ML1 et un de faible affinité (nM) appelé ML2 (68). 
En 1994, l’équipe de Reppert a cloné le premier récepteur mélatoninergique de type ML1 
chez le Xénope (69). Deux autres sous types de ML1 furent clonés chez l’homme. Les 
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récepteurs humains sont alors appelés Mel1a, Mel1b alors que le récepteur du Xénope est 
appelé Mel1c (7, 8). En 1998 la nomenclature internationale IUPHAR désigne Mel1a par 
MT1 et Mel1b par MT2. Le site de faible affinité ML2 prend le nom de MT3 alors que le site 
Mel1c qui n'a pour l'instant pas été mis en évidence chez les mammifères conserve son 
appellation originale (70). 
 
 
Figure 9. Superposition des récepteurs MT1 et MT2 et leur séquence en acides 
aminés. 
 
2. Structure des récepteurs de la mélatonine 
La prédiction de la structure tridimensionnelle (3D) des récepteurs de la MLT (MTRs) 
représente une issue complexe, notamment avec le manque de modèles de structure ou le 
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manque de motifs validés d’interactions entre le ligand et le récepteur. La première issue est 
relative aux disparités entre le nombre de séquences de RCPGs et le nombre de structures 
validées. Les structures des RCPGs découvertes par les rayons X couvrent seulement une 
faible partie des 800 séquences de RCPGs identifiées dans le génome humain. Comme 
conséquence, des modèles proches sont disponibles seulement pour un petit groupe de 
récepteurs, alors que la majorité des RCPGs doit encore être modélisée de manière 
personnalisée en assemblant différentes parties de modèles validés. Des études récentes sur 
l’homologie des modèles de RCPGs montrent clairement que la ressemblance entre un 
modèle de récepteur et le récepteur d’intérêt dépend fortement de leur degré d’identité. Par 
conséquent, lorsque la structure d’un RCPG est déterminée par modélisation par rapport à 
une séquence identique entre 30% et 35%, elle est considérée comme étant fiable. Les 
récepteurs MT1 et MT2 partagent une homologie de séquence inférieure à 30% avec les 
RCPGs cristallisés, ce qui rend leur modélisation possible mais difficile. Plusieurs modèles 
3D de MT1 et MT2 ont déjà été proposés et différents modes de liaison à différents ligands 
ont été proposés. La plupart de ces modèles de récepteurs ont été construits avant 2007 
lorsque la première structure rayons-X du RCPG activé β2-adrénergique fut découverte. En 
conséquence, la majorité de ces modèles ont été construit à partir de la structure de la 
rhodopsine bovine qui était le seul modèle validé. Seulement récemment, des modèles par 
homologie ont été construit basés sur les nouvelles structures aux rayons X de récepteurs 
aminergiques ou de structures de RCPGs cristallisés dans leur forme activée. Les avancées 
récentes en informatique ainsi que le nombre croissant d’informations sur les différents 
ligands permettent de prédire les relations entre structure et activité. De plus, les modèles de 
récepteurs basés sur les mutations ont été appliqués à la fois pour décrire la liaison du ligand 
au niveau moléculaire ou pour évaluer la sélectivité de certains ligands (71, 72).  
Malgré de grands progrès ces dernières années dans le domaine de la biologie structurale des 
RCPGs, la modélisation des MTRs est toujours considérée comme un challenge (73-75). 
Néanmoins, les simulations de modélisation sur de plus longues périodes ont montré leur 
intérêt dans les systèmes membrane-récepteurs, permettant un raffinement supplémentaire 
de la structure modélisée du récepteur et apportant la possibilité de décrire les changements 
conformationnels se produisant lors de la liaison du ligand (76). 
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3. Localisation tissulaire des MTRs 
a. Les MTRs dans la rétine 
Chez les mammifères le système de régulation du rythme circadien facilite l’adaptation de 
l’organisme aux changements environnementaux à travers la régulation des processus 
physiologiques. La synchronisation de l’horloge circadienne endogène à la période de 24h 
est possible grâce à la combinaison des actions internes, comme la production de la MLT et 
des stimuli externes comme la lumière (77) qui est perçue par la rétine puis transmise au 
noyau suprachiasmatique (78). Chez les mammifères, la rétine produit de la MLT localement 
et exprime les récepteurs MT1 et MT2 (79, 80). Il a notamment été montré que même après 
une pinéalectomie, la rétine de rat continue de produire de la MLT de manière circadienne 
(81). La mélatonine influence également l’électrorétinogramme lui suggérant un rôle dans 
la régulation du rythme jour/nuit de l’activité de la rétine (82, 83). 
Outre son implication dans la régulation de l’horloge circadienne rétinienne, un des rôles 
majeurs de la MLT dans la rétine est son action sur le système dopaminergique. Plusieurs 
études ont montré que la MLT et la dopamine avaient des rôles opposés sur la physiologie 
de la rétine (84). La MLT permet l’adaptation de la rétine à la nuit, alors que la dopamine 
lui permet de s’adapter à la lumière. La MLT inhibe la libération de la dopamine de manière 
dépendante au calcium par l’activation de ses récepteurs au niveau présynaptique (85). 
Dubocovich a également montré que le luzindole et d’autres inhibiteurs sélectifs du 
récepteur MT2 bloquaient l’inhibition de la libération de la dopamine causée par la MLT 
démontrant l’implication du récepteur MT2 dans ce processus (85). Le rythme circadien de 
la libération de la dopamine semble ainsi être dépendant du système mélatoninergique. 
Les ligands ciblant les MTRs n’étant pas très spécifiques de l’un ou l’autre des récepteurs, 
une des techniques utilisées afin de connaitre le rôle d’un récepteur sur le phénotype des 
souris est d’utiliser des modèles murins génétiquement modifiés n’exprimant pas le 
récepteur d’intérêt. Dans le cadre des MTRs, plusieurs études ont déjà utilisé ces modèles 
déficients en MT1 et/ou MT2 afin de connaitre les effets sur la physiologie de la souris.    
Au niveau de la rétine, des études ont montré que les souris déficientes en MT1 ou en MT2 
avaient les mêmes effets dans cet organe, à savoir, son activité ne suit plus un rythme 
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circadien (86, 87). En plus de ce dérèglement, les ganglions rétiniens et les photorécepteurs 
des souris déficientes en MT1 se dégraderaient plus rapidement avec l’âge (88). 
b. Les MTRs dans le cerveau 
Grace à son caractère amphiphile, la mélatonine peut facilement traverser la barrière hémato-
encéphalique (89) lui permettant ainsi de pénétrer dans le cerveau. Mais il reste difficile de 
connaitre à quel point la MLT exogène est importante pour le cerveau puisque celui-ci 
produit également de la mélatonine. En effet, l‘enzyme limitante à la synthèse de mélatonine, 
l’AA-NAT, est également exprimée dans plusieurs parties du cerveau comme 
l’hypothalamus, le cervelet, le bulbe olfactif, le cortex préfrontal, l’hippocampe ou encore 
le striatum. Mais s’il est clair que l’hypothalamus produit la mélatonine, il n’est pas encore 
évident que tous les autres sites soient réellement capables de produire cette hormone. Il a 
également été reporté que les MTRs sont présents en plus ou moins grandes quantités dans 
de nombreuses parties du cerveau de mammifères (Tableau 1). Dans le noyau 
suprachiasmatique (NSC) par exemple, situé dans l’hypothalamus, ces récepteurs sont très 
exprimés. La grande sensibilité du NSC à la signalisation mélatoninergique est d’une grande 
importance physiologique puisqu’il s’agit de la base pour le réajustement du rythme 
circadien par le signal jour/nuit, un effet qui a ensuite de grandes répercussions dans le corps 
et est également responsable de la diminution d’activité des neurones en réponse à la MLT. 
Il a notamment été démontré que, chez les souris déficientes en MT1, la MLT n’induisait 
plus de diminution d’activité neuronale mais elle permettait toujours de réguler le rythme 
circadien (90), suggérant que MT2 serait responsable de ce phénomène. Au contraire, les 
souris déficientes en MT2 ont montré une activité neuronale induite par la MLT normale 
(91). Quelques études ont également rapporté la présence de MTRs dans le cortex, 
notamment MT1 qui serait présent en plus grande quantité que MT2 (92). Néanmoins, le rôle 
des MTRs dans le cortex n’est pas clair. Dans le mésencéphale, MT1 et MT2 ont été identifiés 
dans le striatum et la substance noire (92-94) qui jouent des rôles importants pour les 
mouvements du corps. Ces 2 régions sont connectées par la voie nigro-striée, l’une des voies 
dopaminergiques les plus importantes du cerveau. La présence des MTRs dans ces régions 
suggère ainsi un rôle dans le mouvement, notamment en agissant sur le système 
dopaminergique (95). Cet aspect est renforcé par le fait que la sous-expression des MTRs a 





Tableau I.  Présence des récepteurs de la mélatonine dans différentes parties du 
cerveau de mammifères (D’après Ng et al. 2017 (97)). 
 
Néanmoins, chacune des méthodes utilisées pour détecter les MTRs a ses propres limites. 
En effet, dans les années 90 la principale technique utilisée était la liaison non sélective du 
radioligand 2-[125l]Iodomélatonine aux récepteurs MT1 et MT2 (98, 99). Mais cette 
technique n’est pas très sensible et incapable de dissocier le récepteur MT1 du MT2. Plus 
récemment, d’autres techniques ont été développées, notamment l’immunodétection, la 
réaction en chaine par polymérase (PCR) ou encore l’hybridation in-situ qui s’avèrent être 
plus précises, même si le développement d’anticorps fiables et spécifiques reste crucial pour 
la détection de ces 2 récepteurs.  
De manière générale, les MTRs présents dans le cerveau (100) régulent le cycle circadien, 
inhibent l’activité cérébrale en initiant le sommeil et agissent sur le système dopaminergique. 
De plus, dans le SNC, la mélatonine a également un effet neuroprotecteur grâce à son 
caractère anti-oxydant et agit contre la neurodégénérescence, l’apoptose et l’ischémie (101), 
favorise la formation de dendrites (102) et stimule la neurogénèse (103). 
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c. Les MTRs dans le pancréas 
Les premières informations concernant la présence du récepteur MT1 dans les ilots 
pancréatiques de rats nouveaux-nés ont été publiées en 2000 (104) puis en 2002 (105, 106). 
Certains des effets biologiques de la MLT sont réalisés grâce à ses 2 récepteurs spécifiques 
et de haute affinité présents dans les ilots pancréatiques et qui peuvent être bloqués par le 
luzindole. Afin de localiser de potentiels MTRs dans les ilots du pancréas, des études 
autoradiographiques ont été réalisées. Ces investigations ont montré une liaison spécifique 
de la 2-[125I]iodomélatonine dans  les ilots pouvant être inhibée en présence de MLT non 
radiomarquée (104). De la même manière, les résultats de RT-PCR utilisant des amorces 
spécifiques du récepteur MT1 de rat ont révélé la présence d’ARNm de ce récepteur dans les 
tissus pancréatiques de rats nouveaux nés (104) et dans des cellules INS1 d’insulinome de 
rat (105). Plusieurs années plus tard, le récepteur MT2 fut également détecté dans les ilots 
pancréatiques de rat et dans les cellules β (107, 108). Il a également été montré que les 
niveaux d’ARNm de ces récepteurs étaient plus élevés chez les patients DT2 (108). Bien que 
la MLT soit considérée comme une molécule lipophile, les chercheurs s’accordent à dire que 
cette molécule médie ses effets en activant les récepteurs exprimés à la surface des cellules 
de mammifères (7, 8). Alors que la présence d’ARNm de MT1 dans les ilots pancréatiques 
de rats ait été établie relativement tôt, la présence d’ARNm de MT2 est devenue évidente 
que bien plus tard, due à ses faibles quantités produites (107-112).  
Depuis quelques années, plusieurs études d’associations pangénomiques dans plusieurs 
populations ont révélé que des variations génétiques des récepteurs MT1 et MT2 sont 
associées à un plus grand risque de développer des perturbations du métabolisme du glucose 
(109, 110, 112-114). Cette association peut être expliquée par l’inhibition de la production 
d’insuline par la MLT et ses récepteurs, mais également par l’augmentation de la sécrétion 
du glucagon par la MLT dans les cellules α pancréatiques (115).  
La MLT est sécrétée durant la nuit chez tous les mammifères, ce qui conduit à quelques 
incertitudes sur son rôle sur la sécrétion d’insuline ou de glucagon chez les animaux diurnes 
et nocturnes. Mais comme la MLT augmente les effets du glucagon dans les ilots de rat, de 
souris et d’humain (115-118), cela semble indiquer que la MLT joue un rôle dans le maintien 
de l’homéostasie glucidique chez les mammifères. Globalement, les données existantes 
montrent clairement que la MLT agit de manière stimulante à la fois sur la sécrétion du 
 
38 
glucagon par les cellules α pancréatiques et sur l’action du glucagon hépatique. De plus, les 
données sur les rats atteints de diabète de type 2 (DT2) indiquent des modifications de ces 
effets lors du développement du diabète (118). Il est bien connu que des problèmes de rythme 
circadien causés par des problèmes de sommeil ou de travail à horaires décalés sont associés 
à un risque accru de tolérance au glucose et de développement de DT2 (119, 120). De plus, 
il a été observé que des patients diabétiques ont également des niveaux faibles de MLT 
pouvant affecter la fonction du pancréas (121, 122). Les cellules des ilots pancréatiques 
humains et murins ont également une activité circadienne (123-125). Ce concept donne de 
l’importance à la présence d’une régulation circadienne des fonctions du pancréas. L’analyse 
de la MLT sur les ilots pancréatiques par immunoprécipitation et immunotransfert ont 
montré que la MLT régule la croissance et la différenciation des cellules pancréatiques en 
stimulant la phosphorylation du récepteur IGF-R (insulin growth factor receptor) et des 
récepteurs à l’insuline (126). Ces actions activent deux voies de signalisation 
intracellulaires : PI3K/AKT, impliquée dans le métabolisme cellulaire, et MEK/ERK, 
impliquée dans la prolifération, la croissance et la différenciation cellulaires (126). De plus, 
la baisse des niveaux de MLT augmente la sécrétion d’insuline chez le rat pendant la journée 
alors que pendant la nuit, des bas niveaux en insuline ainsi que des hauts niveaux de glucose 
ont été enregistrés lorsque les niveaux de MLT étaient élevés (127, 128). 
Quelques études utilisant des souris déficientes en MTRs ont également été utilisées afin de 
mieux comprendre le rôle de la mélatonine sur la sécrétion d’insuline et du glucagon régulant 
l’homéostasie glucidique. Les études ont ainsi montré que les souris déficientes en MT1 
souffraient d’hyperglycémie, d’intolérance au glucose et de résistance à l’insuline 
comparativement aux souris sauvages et déficientes en MT2 (114) (129). En revanche, ce 
sont les ilots pancréatiques de souris déficientes en MT2 et MT1/2 qui ont une diminution de 
la sécrétion basale de glucagon en présence de MLT comparativement aux souris sauvages 
et déficientes en MT1 (130).  
d. Les MTRs dans le système immunitaire 
En 1975 Csaba et Barath (131) ont montré que la pinéalectomie entrainait une involution 
thymique et supprimait l’immunité. Ils établissaient alors une relation entre la glande pinéale 
et le système immunitaire. Chez certains mammifères les fonctions immunitaires suivent des 
rythmes saisonniers avec une augmentation durant les jours courts, au moins au laboratoire, 
concordant avec les durées de sécrétion de la MLT (132). La MLT est synthétisée dans les 
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lymphocytes humains suggérant un rôle autocrine et/ou paracrine de ces cellules (133). De 
plus, la MLT exogène semble stimuler le système immunitaire à la fois lors d’expériences 
in vitro et in vivo (134). Les récepteurs membranaires de la MLT sont exprimés dans les 
cellules lymphoïdes et sont impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire (134, 
135). L’antagoniste des MTRs, le luzindole, a été capable de diminuer significativement 
l’augmentation de la prolifération des lymphocytes de souris médiée par la MLT (136). La 
MLT réduit l’inflammation chez le rat en inhibant les leucocytes dans la microvasculature à 
travers l’activation des récepteurs MT2 (137). Chez l’humain, la MLT produite par les 
lymphocytes régule la réponse immunitaire en induisant la production d’IL-2 et de 
récepteurs à l’IL-2 (133, 138). De manière intéressante, les rythmes journaliers de production 
de MLT et d’IL-2 sont perdus chez l’homme dans des conditions inflammatoires non 
infectieuses puis, lors du retour à la normale du rythme de la MLT, le rythme de l’IL-2 
revient à la normale à son tour (139). 
4. Régulation de l’expression des MTRs 
L’étude de Gerdin (140) démontre que des concentrations physiologiques de MLT imitant 
la hausse nocturne in vivo, désensibilisent les récepteurs MT2 endogènes exprimés dans le 
NSC de rat ainsi que dans des cellules CHO exprimant les récepteurs MT2, possiblement par 
leur internalisation. Suite à la liaison de la MLT, cette internalisation des récepteurs MT2 
exprimés dans les cellules de mammifère est dépendante de la durée et de la concentration 
en MLT contribuant ainsi à la spécificité temporelle de cette hormone à réguler les rythmes 
circadiens. Cette diminution du nombre de récepteurs MT2 est compensée en partie par les 
nouveaux récepteurs synthétisés par la cellule suggérant que certains des récepteurs 
internalisés sont ciblés pour la dégradation alors qu’une autre portion est dirigée vers la voie 
de recyclage.  
En plus de désensibiliser les récepteurs MT2, il a également été observé qu’un prétraitement 
à la MLT désensibilisait les récepteurs MT1 dans les cellules pars tuberalis (141), dans les 
cellules CHO (142, 143) ou dans les cellules NIH3T3 (144) transfectées avec le récepteur 
MT1 humain. 
Ainsi, ces études suggèrent qu’à la suite de la production nocturne de MLT et donc à la 
stimulation de ses récepteurs, ces derniers sont internalisés entrainant une désensibilisation 
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à cette hormone. Le nombre de récepteurs à la surface cellulaire revient graduellement à la 
normale au fur et à mesure que les récepteurs sont recyclés et synthétisés par la cellule. 
5. Signalisation des MTRs 
a. Signalisation du récepteur MT1 
Par l’activation du récepteur MT1, la MLT provoque de multiples réponses cellulaires grâce 
à l’activation des protéines G sensibles (Gαi2 et Gαi3) ou insensibles au PTX (Gαq/11) 
(Figure 10) (145, 146). L’activation du récepteur MT1 inhibe la formation d’AMPc stimulée 
par la forskoline (7, 146, 147), l’activité de la PKA (Protéine kinas A) et la phosphorylation 
de CREB (C-AMP Response Element-binding protein) (143). L’activation du récepteur MT1 
augmente la phosphorylation des protéines MEK1 et MEK2 (Mitogen-activated protein 
kinase ou extracellular signal-regulated kinase kinase 1 et 2) et de ERK1/2 (Extracellular 
signal-regulated kinase kinase 1 et 2). Le récepteur MT1 peut également activer une 
signalisation par le complexe des sous-unités βγ (148). Plusieurs réponses fonctionnelles de 
la MLT sont également obtenues par la régulation de canaux ioniques (Figure 10). Par 
exemple, la MLT augmente la quantité de calcium intracellulaire par l’activation des 
protéines G insensibles au PTX dans les cellules du pars tuberalis exprimant le récepteur 
endogène MT1 (146) mais inhibe l’entrée de calcium dans la cellule grâce à l’activation des 
protéines G sensibles au PTX (149, 150). Des effets qui peuvent sembler contradictoires 
mais qui suggèrent une régulation contextuelle des fonctions de la MLT. 
b. Signalisation du récepteur MT2 
Les niveaux à la fois d’AMPc et de guanosine 3’-5’ monophosphate (GMPc) peuvent être 
modulés par l’activation des récepteurs MT2 (Figure 10). De la même manière que le 
récepteur MT1, l’activation du récepteur MT2 par la MLT inhibe la formation d’AMPc 
stimulée par la forskoline, un activateur de l’adénylate cyclase (8, 147) mais, contrairement 
à la réponse du récepteur MT1, son activation entraine l’inhibition de la formation de GMPc 
(147). Dans le SNC, la MLT augmente l’activité de la protéine kinase C (PKC) par 
l’activation du récepteur MT2; réponse bloquée par l’antagoniste spécifique de MT2, le 4P-
PDOT (151), suggérant que le récepteur MT2 puisse stimuler la voie de la phospholipase C 





Figure 10. Signalisation des MTRs et leur rôle dans les cellules β-pancréatiques 




c. Signalisation des MTRs dans le pancréas murin 
Les voies de signalisation intracellulaires dans les cellules β-pancréatiques influencées par 
les récepteurs MT1 et MT2 incluent les voies de signalisation AMPc, GMPc et IP3 comme 
indiquées dans la figure 10. La MLT entraine une réduction de la production d’AMPc dans 
les ilots pancréatiques et dans les cellules β INS1 d’insulinomes de rats (104-106). Les 
niveaux d’insuline et d’AMPc sont augmentés lors d’ajout de forskoline (105) mais diminués 
par le luzindole (104). L’inhibiteur de protéines Gαi, le PTX, abolit lui aussi l’effet de la 
MLT sur les niveaux d’AMPc et d’insuline (105) démontrant l’implication de cette voie de 
signalisation dans la régulation des niveaux d’insuline. La MLT active également le 
récepteur MT2 qui inhibe le second messager GMPc et stoppe la sécrétion d’insuline par les 
cellules β pancréatiques (130, 153).  
De plus, lors d’expériences sur des cellules INS1, la libération d’IP3 (154) induite par la 
MLT entraine l’entrée de CA2+ dans la cellule depuis les compartiments intracellulaires la 
stockant (154), un mécanisme connu pour déclencher la sécrétion de l’insuline par les 
cellules β pancréatiques (146, 148, 155). 
II. Rôles et implications de la mélatonine 
A. Propriétés chronobiotiques et régulation saisonnière de la 
mélatonine 
Un agent chronobiotique permet l’ajustement de l’horloge biologique. Ainsi, cet agent 
permet de remettre à l’heure le rythme circadien désynchronisé des mammifères ou de 
prévenir sa perturbation, par exemple lors de voyages rapides à travers différents fuseaux 
horaires, en agissant directement sur cette horloge ou sur d’autres systèmes biologiques 
participant à son contrôle. 
1. Rôle de la mélatonine endogène 
La relation entre la production circadienne de la MLT endogène et le cycle sommeil-veille 
est telle que durant les 16h de la journée, un niveau stable de fonctions 
neurocomportementales est maintenu grâce à l’horloge biologique qui oppose la diminution 
de ces fonctions conduisant au sommeil et un état d’éveil soutenu. Une extension de la 
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période d’éveil au niveau de la nuit biologique est associée à une baisse des fonctions 
neurocomportementales car l’horloge biologique privilégie le sommeil dans cette phase 
circadienne (156). Ainsi, après l’heure habituelle du coucher, une nette augmentation de 
somnolence et de ses effets physiologiques se fait ressentir (157). En parallèle, la cascade 
thermorégulatrice (baisse de production de chaleur et augmentation de perte de chaleur 
conduisant à la baisse de température corporelle) commence avec l’augmentation des 
niveaux de MLT endogène durant la nuit (158). Ainsi, la MLT semble être le signal 
hormonal indiquant le début du sommeil. L’association du sommeil avec le rythme de la 
MLT fut confirmée chez des personnes aveugles et chez qui l’horloge biologique n’est pas 
synchronisée (159, 160) et n’a pas de cycle de 24h alternant sommeil et éveil (161, 162). 
La MLT est également le signal principal du système circadien des mammifères fœtaux et 
néonataux (163). Des expositions quotidiennes à la MLT circulante endogène permet aux 
fœtus d’être synchronisés avec la mère bien avant de pouvoir directement percevoir le cycle 
jour/nuit de l’environnement par eux-mêmes. 
2. Rôle de la mélatonine exogène 
La MLT exogène induit tous les effets physiologiques ayant lieu durant la nuit, pendant la 
sécrétion de la MLT endogène comme les effets soporifiques (164) et hypothermiques avec 
une augmentation de la perte de chaleur (165, 166).  
De manière intéressante, il a été montré que l’exposition à la lumière pendant la nuit 
empêchait la diminution de la température corporelle, le sommeil et la sécrétion de MLT et 
que cette inhibition pouvait être levée par la prise de 5mg de MLT exogène (167, 168). 
Dans de nombreuses espèces animales la MLT est un ‘’zeitgeber’’ induisant un décalage 
horaire de l’horloge circadienne sous-jacent l’expression des rythmes de 24h (169). En 
condition de vie normale, la MLT exogène ne serait pas capable d’annuler l’effet du plus 
important ‘’zeitbeger’’, la lumière. Une approche intéressante afin d’élaborer la capacité de 
décalage de phase de la MLT a été d’étudier des personnes totalement aveugles chez qui 
l’information jour/nuit est défaillante et ne peut donc pas réguler l’horloge circadienne. 
Leurs rythmes circadiens ne sont donc pas synchronisés sur l’environnement et elles ont 
souvent une période supérieure à 24h. Néanmoins, il a été montré qu’un traitement à des 
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temps appropriés de 0.5 à 10mg de MLT permettait parfois de resynchroniser leur système 
circadien (170, 171).  
B. Implication de la MLT dans les maladies métaboliques 
1. Introduction au métabolisme du glucose 
Le métabolisme du glucose est régulé par l’interaction des hormones des ilots cellulaires 
pancréatiques avec le foie, les muscles et les tissus adipeux. Une altération par des facteurs 
génétiques et/ou environnementaux dans la fonction d’un seul de ces éléments participant à 
ce système complexe d’homéostasie glucidique entraine une réponse compensatrice des 
autres éléments afin de conserver l’homéostasie du système. Les éléments clés régulant ce 
système sont l’insuline et le glucagon qui sont deux hormones pancréatiques régulées par les 
niveaux de nutriments et par les incrétines, des hormones gastrointestinales. L’insuline 
promeut la capture du glucose hépatique, stimule la glycogénèse dans les muscles, le 
métabolisme et la capture du glucose dans les tissus adipeux afin de diminuer la 
concentration sanguine en glucose. Le glucagon stimule quant à lui la glycogénolyse et la 
gluconéogenèse hépatiques afin d’augmenter la concentration sanguine en glucose. 
Le maintien de la concentration normale de glucose dans le sang requiert une coordination 
précise entre l’utilisation du glucose, la production de glucose endogène et son apport par 
l’alimentation.  Par exemple, en période de jeûne, les concentrations de glucose dans le sang 
sont relativement stables, indiquant que la quantité de glucose produite et son utilisation sont 
égales. Après un repas, l’absorption du glucose résulte en une augmentation de sa 
concentration dans le sang. Comme le glucose est absorbé, la production de glucose 
endogène est supprimée et l’utilisation du glucose par le foie, les muscles et la graisse est 
accélérée (172), notamment par l’insuline (173). Ainsi, le glucose exogène est assimilé et la 
concentration du glucose sanguin retourne au niveau de la période de jeûne. 
2. Introduction sur le diabète 
Le diabète est un trouble de l’organisme dû soit à un déficit en insuline, soit à une résistance 
anormale à cette hormone entrainant une hausse de la glycémie. Toute personne ayant une 
glycémie supérieure à 1,26g par litre de sang (7mmol/L) est considérée comme diabétique. 
Le type de diabète sera alors à confirmer par des examens complémentaires. 
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a. Le diabète de type 1 
Le diabète de type 1, aussi appelé diabète insulino-dépendant ou diabète juvénile. Ce diabète 
apparait le plus souvent pendant l'enfance, à l'adolescence ou au début de l'âge adulte, 
rarement chez les personnes plus âgées. Il touche environ 10 % des personnes diabétiques et 
est dû à la destruction des cellules béta des îlots de Langerhans par le système immunitaire 
entraînant une absence totale de production d'insuline par le pancréas nécessaire au 
fonctionnement cellulaire, d'où une augmentation de sucre dans le sang. Le processus de 
destruction évolue habituellement sur plusieurs années. Il débute bien avant l’apparition des 
premiers symptômes de la maladie. 
b. Le diabète de type 2 
Le DT2 ou non insulino-dépendant. Ce diabète est découvert le plus souvent à l’âge adulte, 
après 40 ans, et sa prévalence augmente avec l’âge. Il touche environ 90% des personnes 
diabétiques et est dû à une sécrétion d'insuline normale mais peu active. Les personnes à 
risque sont les personnes obèses, présentant une anomalie du métabolisme glucidique, ayant 
des antécédents familiaux de DT2. L’insulinorésistance se caractérise par l’incapacité de 
l’insuline à obtenir une réponse maximale au niveau de ses organes cibles. Par exemple au 
niveau du muscle, lors de la charge en glucose, cette résistance aboutit à un défaut de 
captation musculaire du glucose, ou encore au niveau hépatique où apparait un 
accroissement de la production hépatique de glucose, à l’origine de l’hyperglycémie à jeun. 
Il existe également une insulinorésistance adipocytaire. L’insulinopénie relative est 
caractérisée par une insuffisance de sécrétion d’insuline, compte tenu du niveau de la 
glycémie. Ce trouble, qui est présent dès le début de la maladie, est évolutif, inéluctable et 
s’aggrave avec l’âge et la durée du diabète, jusqu’à conduire finalement au diabète insulino-
dépendant. 
3. Les facteurs génétiques du diabète de type 2 
Actuellement, nous ne connaissons que peu de choses sur les causes génétiques du DT2. 
Toutefois, il est couramment admis que les facteurs génétiques jouent un rôle important dans 
son développement (174) mais sa base génétique est complexe. En effet, les causes 
génétiques des diabètes monogéniques sont relativement bien établies. En revanche, les 
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causes polygénétiques du DT2 rendent les recherches beaucoup plus complexes à cause de 
l’hétérogénéité phénotypique de cette pathologie. 
La définition de sous-groupes à l’aide de la génétique moléculaire reste très compliquée à 
cause de la prédisposition polygénique et du fait que le phénotype clinique dépend autant de 
la génétique que de l’environnement du patient (175). Il serait possible de définir des sous-
groupes en se basant sur certains traits physiologiques comme la résistance à l’insuline ou 
encore l’incapacité des cellules β à produire de l’insuline, mais ces caractéristiques changent 
au cours de la pathologie (176). Il est important de noter que l’incapacité à définir clairement 
des sous-groupes dans le DT2 a un impact majeur sur l’optimisation des traitements. 
4. Le diabète de type 2 en lien avec la mélatonine 
En 1939 Constantin Parhon publia le premier texte faisant un lien entre la glande pinéale et 
les carbohydrates (177). S’ensuivit plusieurs années d’études faisant état de rôles 
contradictoires d’extraits de glandes pinéales sur le métabolisme du glucose (178-183). 
Même après l’isolement (184) et l’identification de la structure moléculaire de la MLT (5-
methoxy-N-acetyltryptamine) par Aron Lerner (2), cette discussion controversée a continué. 
Les résultats de l’équipe de Parhon a ainsi montré qu’un peptide pinéal, nommé ‘’pinéaline’’ 
décrit comme étant similaire à l’insuline car ayant des caractéristiques hypoglycémiantes, 
anaboliques et anti-cholestérolémiques (181). La pinéaline augmente la tolérance au glucose 
alors que la pinéalectomie diminue la sécrétion d’insuline et la tolérance au glucose (182, 
185, 186). Ces résultats concordent avec les découvertes faites plus tard par l’équipe de 
Blásques (187-189) qui ont découvert que la pinéalectomie réduit significativement les 
niveaux d’insuline et augmente les niveaux de glucose dans le sang (190-193). Ils ont 
également observé que ces effets pouvaient être annulés par l’ajout de MLT exogène (194). 
Plus tard, d’autres observations ont indiqué que la MLT prévient le diabète de type 1 alors 
que la pinéalectomie entraine le développement de maladies métaboliques (195, 196). En 
revanche, plusieurs études ont montré par la suite que des hauts niveaux de MLT, dus à la 
cécité (197) ou à l’ajout de MLT, augmentent les niveaux de glucose dans le sang (198), 
alors qu’une diminution des niveaux sanguins de glucose (131, 199) et une augmentation 
des niveaux d’insuline ont été observés après pinéalectomie (177-179). Néanmoins, la 
majorité des auteurs s’accordent sur le fait que la glande pinéale a un effet suppressif sur la 
production d’insuline des cellules β-pancréatiques parce que la MLT réduit les niveaux 
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d’insuline (180-182) et la tolérance au glucose chez le rat (200, 201). Les résultats montrent 
ainsi un antagonisme fonctionnel entre l’insuline et la MLT puisqu’une augmentation des 
niveaux d’insuline entraine un effet inhibiteur sur la synthèse de MLT par la glande pinéale 
(202, 203). Cet antagonisme est concordant avec le fait que chez l’homme, les faibles 
niveaux d’insuline durant la nuit et hauts niveaux durant la journée coïncident avec les 
niveaux élevés de MLT durant la nuit et réduits durant la journée (204). De plus, les patients 
diabétiques ont un rythme circadien très perturbé (122, 205). En résumé, ces découvertes 
indiquent clairement que les interactions MLT-insuline (206-212) jouent un rôle important 
dans le métabolisme du glucose. 
Plusieurs études dans lesquelles les gènes codant pour les MTRs ont été séquencés chez un 
grand nombre de patients diabétiques ou normoglycémiques ont tenté de lier des variations 
génétiques de ces gènes au DT2. Il a notamment été trouvé un lien entre des variations du 
gène MTNR1B codant pour le récepteur MT2 à la MLT (213) ou encore un variant du gène 
MTNR1A (114) et un risque accru de développer le DT2 mettant en avant un premier lien 
génétique entre le système mélatoninergique et le DT2. 
Le DT2 est une pathologie multifactorielle et l’environnement joue un rôle important dans 
son développement. Il a ainsi été démontré que le travail à horaires décalés (214), 
l’exposition à la lumière pendant la nuit (215), des dérèglements du rythme circadien (216) 
ou encore un sommeil insuffisant (217) augmentent le risque de développer le DT2. Ce 
rapport entre MLT et DT2 est à double sens puisqu’une personne développant le DT2 aura 
à son tour des risques d’avoir une surexpression des récepteurs MT1 et MT2 dans le pancréas 
(108), une baisse de la sécrétion de la MLT (202) ou encore un dérèglement des cycles de 
sécrétion de la MLT (122). 
C. Implication du système mélatoninergique dans les maladies 
neurologiques et les troubles du comportement 
Une altération de la production de MLT et de l’expression des MTRs a été fréquemment 
reportée dans les maladies neurodégénératives et les troubles psychiatriques comme la 
maladie d’Alzheimer (MA) (218), la maladie de Parkinson (MP) (96), ou encore la 
dépression (219). Chez les patients MA, l’expression du récepteur MT1 dans le SNC et 
l’expression du récepteur MT2 dans l’hippocampe est réduite (218), mais curieusement, des 
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concentrations plus élevées en MT1 ont été détectées dans l’hippocampe (220), suggérant 
une réponse compensatrice à la faible quantité de MT2 dans cette région du cerveau et de 
MLT circulante chez ces patients (221). Ces observations suggèrent que l’expression des 
MTRs sous certaines conditions pathologiques peut être régulée différemment 
dépendamment de la région du cerveau. Chez les patients MP, il a été observé une baisse de 
l’expression des récepteurs MT1 et MT2 dans la substance noire et l’amygdale, deux des 
régions les plus touchées lors du développement de la MP (96). Une étude a également 
montré une surexpression du récepteur MT1 chez des patients souffrant de dépression, 
suggérant l’implication de ce récepteur dans la pathogénèse de cette maladie (219). 
Néanmoins, des études menées chez la souris ont montré que les souris déficientes en MTRs, 
notamment MT1, avaient un comportement dépressif (222, 223), posant un doute sur le rôle 
des MTRs dans le développement de la dépression. 
De plus en plus d’évidences confirment que des dysfonctions des MTRs favorisent le 
développement et la progression des maladies neurodégénératives. L’effet neuroprotecteur 
de la MLT endogène ou exogène a été démontrée dans différents systèmes (224). Dans un 
modèle neuroinflammatoire murin, la mort neuronale a été observée seulement chez les 
souris traitées avec du luzindole, un antagoniste des MTRs (225). De manière similaire, la 
déplétion de la MLT endogène par pinéalectomie entraine une perte neuronale spontanée 
dans l’hippocampe qui peut être évitée par traitement à l’agomélatonine, un agoniste des 
MTRs (226). La nécessité des MTRs pour l’action neuroprotectrice de la MLT a également 
été montré lors d’expériences in-vitro au cours desquelles un traitement au luzindole ou 
l’utilisation de siARN pour engendrer une sous-expression de MT1 ont augmenté la mort 
cellulaire des neurones (94).  
Plusieurs études ont tenté d’identifier le rôle de la MLT sur la cognition et l’apprentissage 
en utilisant des souris déficientes en MTRs. Néanmoins, même si toutes s’accordent à dire 
que la MLT est importante dans cette fonction, les résultats démontrent des effets 
contradictoires. En effet Moffit (227) a pu observer que les souris déficientes en MTRs 
avaient des facultés cognitives augmentées comparativement aux souris sauvages, alors que 
d’autres chercheurs comme Wang (228), Larson (229) ou Comai (230) ont montré une 
diminution de ces facultés chez les souris déficientes en MT2 mais pas MT1. Des études 
complémentaires sont donc nécessaires afin de clarifier le rôle du système mélatoninergique 
dans les fonctions cognitives. 
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L’utilisation de la MLT en tant que traitement thérapeutique a été proposée et testée chez 
plusieurs modèles murins et lors d’essais cliniques dans des conditions de 
neurodégénérescence sévère, notamment chez des patients MP (231, 232). L’utilisation 
thérapeutique de la MLT est associée à une amélioration du sommeil, un meilleur alignement 
des paramètres circadiens et ses effets bénéfiques sur la neuroprotection commencent à être 
reconnus (233, 234).  
En résumé, la localisation cellulaire et le rôle des MTRs dans les fonctions neuronales et leur 
participation dans les maladies neurodégénératives commencent à être comprises et 
suggèrent un rôle de modulation de la MLT dans les fonctions, la plasticité et le 
développement neuronaux. Néanmoins, son rôle exact n’est pas clairement défini. 
D. Lien entre systèmes mélatoninergiques et dopaminergiques 
Des observations ont indiqué que la dopamine n’est pas seulement le précurseur de la 
norépinephrine mais est également un neurotransmetteur pinéal avec la découverte de fibres 
dopaminergiques dans la glande pinéale (235). De plus, les concentrations en dopamine 
varient selon un rythme journalier avec des concentrations plus élevées pendant le jour chez 
plusieurs mammifères (236-239). La présence des récepteurs dopaminergiques D1 et D2 
dans la glande pinéale bovine suggère un rôle important de la dopamine dans la régulation 
de l’activité pinéale (240, 241). Des études biochimiques sur cette glande ont également 
révélé un effet inhibiteur de la dopamine à faible concentration et un effet stimulateur à plus 
forte concentration sur l’activité de la AA-NAT et sur la sécrétion de MLT (237, 242) 
probablement grâce à la présence de ses deux récepteurs dopaminergiques. La dopamine 
semble ainsi être un neurotransmetteur pinéal mais son rôle physiologique reste toujours à 
établir. 
En plus de l’effet de la dopamine sur la sécrétion de la MLT, cette dernière exerce également 
un effet inhibiteur sur la libération de la dopamine dans l’hippocampe ventral, le bulbe 
rachidien, l’aire préoptique médiane et l’hypothalamus postérieur (243), sites déjà connus 
pour l’effet de la MLT sur la modulation des fonctions neuroendocrines (244-246). En 
revanche, la MLT n’a aucun effet sur la libération de la dopamine dans le cortex cérébral, le 




Figure 11. Inhibition de la libération de dopamine par la mélatonine (D’après 
Zisapel et al. 1982 (243)) 
 
Les interactions entre les systèmes dopaminergiques et mélatoninergiques peuvent 
également s’observer de manière plus indirecte par les maladies et troubles que leurs 
disfonctionnements engendrent. En effet, des liens entre ces deux systèmes et le 
développement de troubles neurodégénératifs et neuropsychiatriques ont déjà été établis 
comme pour la maladie de Parkinson (96, 247, 248), la schizophrénie (249-251), le trouble 




III. Le système dopaminergique 
A. Historique de la dopamine 
En 1958, Carlsson a découvert le rôle de la dopamine en tant que neuromédiateur et sa 
participation à un grand nombre de fonctions du système nerveux telles que l’activité motrice, 
l’éveil, les fonctions d’apprentissage et de mémoire, les émotions et les processus de 
récompense. Des perturbations du système dopaminergique sont à l’origine de la MP et ont 
également été observées ou présumées dans des maladies psychiatriques telles que la 
schizophrénie, le TDAH, la dépression et la dépendance aux drogues. 
B. Synthèse et métabolisme de la dopamine 
La dopamine appartient à la famille des catécholamines qui comprend également la 
noradrénaline et l’adrénaline et comme tous les neuromédiateurs, elle ne franchit pas la barrière 
hémato-encéphalique. En revanche, ses précurseurs, les acides aminés phénylalanine et tyrosine 
la traversent. La synthèse neuronale de la dopamine se déroule dans le cytoplasme, 
essentiellement au niveau des terminaisons axonales, mais aussi au niveau des corps cellulaires 
et des dendrites. La L-tyrosine captée par le neurone est transformée en L-DOPA par la tyrosine 
hydroxylase (TH), enzyme limitante de cette voie de synthèse, puis en dopamine par la DOPA 
décarboxylase (Figure 12). La dopamine synthétisée est alors concentrée dans des vésicules 
présynaptiques au niveau des terminaisons neuronales grâce au transporteur vésiculaire des 
monoamines VMAT-2. Ce stockage protège la dopamine de la dégradation enzymatique 
intracellulaire réalisée par les monoamine-oxydases (MAO), au sein des mitochondries et de 
l’oxydation générant des radicaux libres, toxiques pour la cellule. La dopamine libérée dans 
l’espace synaptique est catabolisée par une enzyme gliale, la catéchol-O-méthyltransférase 
(COMT) et par la MAO, aboutissant aux métabolites finaux : acide 3,4-dihydrophénylacétique 





Figure 12. Synthèse et dégradation de la dopamine (Modifié de Laatikainen et al., 
2013 (255)) 
 
C. Les récepteurs de la dopamine 
Cinq sous-types de récepteurs à la dopamine (les récepteurs D1, D2, D3, D4 et D5 codés par 
leurs gènes respectifs DRD1, DRD2, DRD3, DRD4 et DRD5) sont connus pour médier 
l’ensemble des fonctions physiologiques de la dopamine, notamment les mouvements 
volontaires, la récompense, la régulation du sommeil, l’émotion, l’attention, les fonctions 
cognitives, la vision et la régulation hormonale. De tous les sous-types de récepteurs à la 
dopamine, les sous-types D1 et D2 sont les plus abondants dans le cerveau (256, 257). Les 
récepteurs de la dopamine sont également connus pour influencer le système immunitaire ainsi 
que les fonctions cardiovasculaires, rénales et gastrointestinales. En tant que membre de la 
superfamille des RCPGs, les récepteurs de la dopamine signalent grâce à des voies dépendantes 
et indépendantes des protéines G. Les récepteurs de la dopamine sont classés en deux 
catégories : les récepteurs de la classe D1 (D1 et D5) et de la classe D2 (D2, D3 et D4) selon 
leur capacité à activer les protéines Gαs/olf ou Gαi/o respectivement (258, 259). 
Les récepteurs de la dopamine sont des cibles bien établies des composés pharmacologiques 
lors de nombreux troubles et conditions comme la schizophrénie, la MP, les troubles de 
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bipolarité, la dépression ou encore l’hypertension. C’est pourquoi un grand intérêt est porté sur 
le système dopaminergique et des efforts considérables ont été fait afin de développer des 
méthodes afin de mesurer les niveaux de dopamine cérébrale dans les différents compartiments 
du cerveau, ainsi que la libération de la dopamine dans le striatum, la substance noire, les 
régions limbiques et le cortex. 
D. Localisation du système dopaminergique 
1. Le système dopaminergique dans la rétine 
La présence des récepteurs à la dopamine dans la rétine a été bien établie (260-262). La 
dopamine représente la catécholamine majeure de la rétine des vertébrés. 
Plusieurs études ont montré des perturbations des neurones dopaminergiques dans la rétine chez 
des patients atteints de MP (263, 264) et donc que la rétine pourrait contribuer aux symptômes 
visuels des patients. Ainsi, la compréhension du rôle joué par la dopamine de la rétine saine 
dans la vision est clé pour comprendre les mécanismes pathophysiologiques des disfonctions 
de la rétine malade. Malgré la découverte des cellules dopaminergiques de la rétine il y a 
environ 30 ans, de nombreux aspects sur leur fonction dans cet organe restent énigmatiques. 
Certains chercheurs pensent que la dopamine est un messager chimique pour l’adaptation de la 
rétine à la lumière (262) mais cette hypothèse n’a jamais été testée.  
La dopamine remplit la plupart des critères nécessaires pour être considérée comme étant un 
neurotransmetteur dans la rétine. Elle est présente en forte concentration dans certains neurones 
de la rétine qui ont une forte activité tyrosine hydroxylase et un système de recapture de haute 
affinité pour la dopamine afin de terminer sa transmission. Ces neurones libèrent la dopamine 
pendant la dépolarisation ou en réponse à certains stimuli, dont la lumière. 
2. Le système dopaminergique dans le système nerveux central 
L’élément majeur du circuit dopaminergique dans le système nerveux central consiste en des 
projections depuis l’aire tegmentale ventrale (ATV) et la substance noire jusqu’au striatum 
ventral, au noyau accumbens (NAc), à l’amygdale, au tubercule olfactif et au cortex frontal et 
limbique (265). L’intégrité de ces voies spécifiques est cruciale afin de fournir une réponse 
adéquate aux stimuli internes et externes. Le NAc comporte deux régions distinctes : le cœur 
(partie dorsale) et la coquille (partie ventrale) qui sont innervées par des neurones 
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dopaminergiques provenant de l’ATV (266, 267). Alors que le striatum ventral est impliqué 
dans la motivation et la récompense, le striatum dorsal quant à lui joue un rôle majeur dans la 
formation des habitudes. La recapture de la dopamine nécessite la présence de DAT à la 
membrane plasmique et donc le trafic et la localisation corrects de ce transporteur sont 
primordiaux pour sa fonction. 
3. Le système dopaminergique dans le système sanguin 
En dehors du système nerveux central, la dopamine fonctionne en tant que messager chimique 
local. Dans les vaisseaux sanguins, la dopamine inhibe la libération de la norépinéphrine qui 
agit comme vasodilatateur. 
La dopamine ne passe pas la barrière hémato-encéphalique, donc sa synthèse et ses fonctions 
dans les différentes zones périphériques sont indépendantes de celles dans le cerveau. Une 
quantité considérable de dopamine circule dans le système sanguin, mais sa fonction n’est pas 
totalement claire (268). La dopamine a été trouvée dans le plasma sanguin à des niveaux 
comparables à ceux de l’épinéphrine. Mais chez l’homme, plus de 95% de la dopamine dans le 
plasma est sous la forme de sulfate de dopamine, un conjugué produit par l’enzyme 
sulfotransférase et agissant comme de la dopamine libre (268). La majorité de ce sulfate de 
dopamine est produite dans le mésentère qui entoure une partie du système digestif (268). La 
production du sulfate de dopamine servirait à détoxifier le corps de la dopamine qui est ingérée 
dans la nourriture ou produite lors de la digestion avec des niveaux dans le plasma étant jusqu’à 
50 fois supérieurs après les repas (268). La fonction du sulfate de dopamine n’est néanmoins 
pas encore bien définie. 
La faible quantité de dopamine non conjuguée dans le sang pourrait être produite par le système 
nerveux sympathique, le système digestif ou encore d’autres organes (268). Elle pourrait agir 
sur les récepteurs situés dans des tissus périphériques ou encore être métabolisée ou convertie 
en norépinéphrine. Les récepteurs à la dopamine sont également présents sur les parois des 
artères où ils agissent comme vasodilatateurs et inhibiteurs de la libération de norépinéphrine 
(269). 
En dehors de ses rôles sur la modulation du flux sanguin, la dopamine circule dans d’autres 
systèmes périphériques ou elle agit dans une zone restreinte en ayant des fonctions exocrines 
ou paracrines (268). Parmi ces systèmes, la dopamine joue un rôle important dans l’immunité, 
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les reins et le pancréas, trois systèmes dans lesquels la MLT joue un rôle important et a ses 
récepteurs. 
4. Le système dopaminergique dans le pancréas 
Le traitement de personnes par le précurseur de la dopamine, la L-dopa, entraine une diminution 
de la sécrétion d’insuline lors de la consommation de glucose (270). Chez la souris, une simple 
injection de L-dopa entraine une accumulation de dopamine dans les cellules β-pancréatiques 
ainsi que l’inhibition de la sécrétion d’insuline (271, 272). 
Néanmoins, la littérature contient des rapports contradictoires à propos des effets d’analogues 
de la dopamine sur la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose dans des ilots isolés. Certains 
chercheurs ont remarqué que des analogues de la dopamine inhibaient la libération d’insuline 
(273), alors que d’autres ont rapporté une augmentation de la sécrétion d’insuline lors de 
l’accumulation de dopamine (274). Ces contradictions peuvent être expliquées par le fait que 
différentes doses de dopamine peuvent induire des effets opposés sur la sécrétion d’insuline 
(275).  
Les cellules β pancréatiques contiennent les enzymes responsables de la synthèse, la 
dégradation et le stockage de la dopamine (TH, DOPA, MAO et VMAT-2) (276-279) suggérant 
que les cellules β elles-mêmes peuvent produire leur propre dopamine qui exercerait une 
régulation auto-paracrine de la sécrétion d’insuline dans ces cellules. Les cellules des ilots 
pancréatiques expriment les récepteurs dopaminergiques D2, D3 et D4 sur lesquels la dopamine 
agit et par lesquels elle pourrait exercer ces effets (280-284). 
L’absence d’effet inhibiteur de la dopamine sur la sécrétion de l’insuline chez la souris 
déficiente en récepteurs D2 induit une réduction de la masse des cellules β pancréatiques et 
diminue leur réplication chez la souris (282) suggérant que la variation dopaminergique des 
cellules β pancréatiques peut moduler la prolifération cellulaire et/ou l’apoptose de ces cellules. 
5. Le système dopaminergique dans le système immunitaire 
Dans le système immunitaire, la dopamine agit grâce à ses récepteurs présents sur les cellules 
immunitaires, notamment les lymphocytes (285), la dopamine pouvant être elle-même être 
synthétisée et libérée par ces cellules (285). L’effet principal de la dopamine sur le système 
immunitaire est la réduction des niveaux d’activation des lymphocytes et pourrait donc jouer 
un rôle contre le développement des maladies auto-immunes (286). 
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6. Le système dopaminergique dans le rein 
La dopamine remplit d’importantes fonctions physiologiques dans les reins de mammifères. 
Elle y augmente le débit sanguin et régule la concentration en sels et en eau dans l’urine (287). 
Les reins servent de source majeure de production de dopamine. La dopamine circulante est 
généralement de l’ordre du picomolaire alors que les niveaux de dopamine dans les reins 
peuvent atteindre des concentrations de l’ordre du nanomolaire (288). Le précurseur de la 
dopamine, la L-DOPA, est prélevé de la circulation sanguine et est ensuite converti en 
dopamine dans les reins où il va ensuite être métabolisé principalement par la catéchol-O-
méthyl-transférase (COMT) et plus faiblement par la monoamine oxydase A. 
 
Dans chacun de ces systèmes périphériques et à l’exception des vaisseaux sanguins, la 
dopamine est synthétisée localement et agit dans l’environnement proche des cellules la 
sécrétant. 
E. Introduction aux transporteurs neuronaux plasmiques 
Lors de la libération des neurotransmetteurs dans l’espace intersynaptique par un neurone, 
ceux-ci vont activer leurs récepteurs. Afin d’assurer une neurotransmission correcte, il est 
important que le signal soit bref. C’est pourquoi les transporteurs plasmiques présynaptiques 
ou gliaux jouent un rôle primordial en éliminant la majeure partie des neurotransmetteurs de 
l’espace intersynaptique afin que sa concentration retourne rapidement à son niveau basal, 
régulant ainsi la durée et l’amplitude du signal. Ces neurotransmetteurs recaptés seront alors 
recyclés et internalisés dans des vésicules afin de constituer un stock de neurotransmetteurs 
dans le neurone, ou bien dégradés par la monoamine oxydase. C’est pourquoi les transporteurs 
plasmiques des monoamines jouent un rôle prépondérant dans la régulation de la 
neurotransmission. Cette importance est notamment illustrée par le fait que toute molécule qui 
les cible en modifiant leur activité a des effets psychotropes majeurs (289). 
F. Le transporteur de la dopamine 
La biodisponibilité de la dopamine est régulée principalement par son transporteur (DAT), une 
protéine située à la membrane plasmique et qui transporte le transmetteur de l’espace 
intersynaptique vers la partie interne du neurone présynaptique. DAT est une cible de drogues 
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addictives comme la cocaïne, l’amphétamine (AMPH) et la métamphétamine (METH) et de 
certains agents comme Adderall™, Ritalin™ et Wellbutrin™ prescrit pour le traitement du 
TDAH, de la dépression et d’autres problèmes de déséquilibre de la dopamine. Ces drogues 
affectent DAT de 2 manières; certaines inhibant le transport en se liant au transporteur, comme 
la cocaïne, d’autres en stimulant le transport inverse (efflux) de la dopamine comme l’AMPH 
et la METH. Ces 2 processus induisent un excédent de dopamine dans l’espace intersynaptique 
entrainant une suractivation de ses récepteurs lors de la prise de ces drogues. 
Il existe deux familles de transporteurs plasmiques neuronaux à haute affinité : les transporteurs 
Na/Cl dépendants dont fait partie DAT et les transporteurs Na/K dépendants. Chacune de ces 2 
familles inclue des transporteurs pour différents substrats. DAT est un symporteur qui nécessite 
une liaison séquentielle pour co-transporter 2 ions NA+ et un ion Cl- avec la dopamine (Figure 
13). Le gradient de concentration des ions intracellulaires générés par la membrane plasmique 
guide la recapture de la dopamine (290-292). Dans un premier temps, le Na+ se lie au 
transporteur puis la dopamine se lie à DAT suivi par le Cl-. Les ions chlorure ne sont néanmoins 
pas nécessaires pour la liaison de la dopamine à DAT mais sont nécessaires pour que le transport 
s’initie. Le complexe dopamine, Na+ et Cl- crée un changement conformationnel de DAT. Le 
transporteur qui faisait alors face à l’extérieur va alors faire face à l’intérieur du neurone où le 
neurotransmetteur et les ions seront libérés. La dopamine sera ainsi libérée dans le cytoplasme 
de la cellule puis dégradée ou stockée dans des vésicules comme expliqué précédemment. 
 
Figure 13. Mécanisme d’action du transporteur de la dopamine (D’après German 
et al., 2015 (293)) 
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Il est maintenant bien établi que ces activités de transporteur sont régulées par des mécanismes 
qui permettent aux neurones de moduler les niveaux de recapture de la dopamine extracellulaire 
en réponse à des demandes physiologiques à court ou long terme (294, 295). Plusieurs de ces 
processus interagissent entre eux ou se chevauchent et sont affectés par des substrats ou des 
inhibiteurs. La régulation est achevée par des modifications post-traductionnelles. De plus en 
plus d’évidences indiquent que beaucoup de ces processus sont dérégulés dans les troubles de 
déséquilibre de dopamine, suggérant qu’ils sont des facteurs importants dans le développement 
de ces maladies et donc des cibles thérapeutiques potentielles. 
DAT contient de long domaines N et C-terminaux du côté cytoplasmique de la cellule. Il s’agit 
de sites de modifications post-traductionnelles, d’interactions avec des partenaires de liaison et 
des motifs de régulation. Le domaine intracellulaire N-terminal contient le résidu Arg60 qui 
stabilise la conformation ouverte vers l’extérieure du transporteur et qui serait impliqué dans le 
contrôle du transport en influençant la conformation du domaine TM1 qui entraine un 
réarrangement structural durant la transition de conformation extérieure/intérieure (296-298). 
Le domaine N-terminal subit de nombreuses modifications par phosphorylation et 
ubiquitylation. Les phosphorylations peuvent être catalysées par différentes classes de kinases. 
Par exemple les sérines en position 2, 4, 7, 12 et 13 sont phosphorylées par la protéine kinase 
C (PKC) ou lors de l’exposition à l’amphétamine ou à la méthamphétamine (299, 300).  
Le domaine C-terminal subit également des modifications post-traductionnelles. Par exemple, 
la cystéine en position 580 est un site de palmitoylation (301). A proximité de ce site, plusieurs 
motifs permettent l’interaction avec d’autres protéines comme la Protéine Kinase 
Calcium/Calmoduline dépendante (CaMK) qui lie DAT en position 612 à 617 (302), l’α-
synucléine qui lie les résidus 606 à 620 (303) ou la protéine Parkin (304). 
Lors de sa maturation, DAT est également N-glycosylé sur 3 sites au niveau de la deuxième 
boucle extracellulaire (305, 306). Il est connu que les glycosylations, notamment les N-
glycosylations, jouent un rôle déterminant dans le repliement, le trafic et l’expression à la 
surface cellulaire des protéines membranaires (307, 308). Des études in-vitro ont montré que 
l’activité de DAT dépend de ces glycosylations. Ainsi, la forme glycosylée de DAT transporte 
la dopamine plus efficacement que la forme non-glycosylée (309, 310). 
DAT est régulé par plusieurs systèmes de signalisation, dont les voies PKC et ERK sont parmi 
les mieux caractérisées (295). De nombreux systèmes de réception de neurotransmetteurs dont 
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la dopamine, les opioïdes et le glutamate qui influencent la recapture de dopamine, la 
signalisation dopaminergique et les caractéristiques lors de la consommation de drogues 
pourraient passer par ces voies de signalisation (294, 311). Bien que la mécanistique des 
interactions ne soit pas toujours bien connue, des interactions fonctionnelles ont été identifiées 
notamment entre DAT et le récepteur D2 à la dopamine, ou encore avec les protéines G β et γ 
(312, 313). La régulation de DAT médiée par les systèmes de signalisation est complexe, avec 
certaines fonctions régulées par plusieurs voies de signalisation et certaines voies de 
signalisation régulant plusieurs fonctions à la fois. 
G. Effet neurotoxique de la dopamine cytosolique 
Plusieurs études ont montré que l’accumulation de dopamine dans l’espace cytosolique peut 
entrainer des conséquences délétères pour la cellule (314-317). Une étude de Mosharov a 
montré en 2009 que l’augmentation des niveaux cytosoliques de dopamine augmente la toxicité 
cellulaire alors que la diminution de ces niveaux par l’inhibition de la L-DOPA est protectrice 
et augmente la survie cellulaire (317). Cette étude suggère donc que les niveaux de dopamine 
cytosolique déterminent la toxicité des cellules dopaminergiques. 
La dopamine cytosolique est très réactive et entraine la toxicité par deux mécanismes : la 
déamination par des enzymes cytosoliques ou l’auto-oxydation. La dopamine peut être 
désaminée par la monoamine oxydase (MAO) qui convertit la dopamine cytosolique en 
DOPAL (Figure 12), un aldéhyde intermédiaire réactif, et en peroxyde d’hydrogène (268, 318, 
319). Heureusement, la DOPAL est généralement convertie en DOPAC, un métabolite bénin, 
par l’aldéhyde déshydrogénase. Néanmoins, la DOPAL peut être oxydée, créant des dérivés 
réactifs de l’oxygène (268). La DOPAL serait toxique pour les neurones in-vitro mais 
également dans un modèle de souris déficientes en aldéhyde déshydrogénase (319-322). De 
plus, la quantité de DOPAL est augmentée dans le cerveau d’individus MP, suggérant son 
implication dans cette maladie (323). 
La dopamine cytosolique peut également être auto-oxydée formant ainsi des dérivés réactifs de 
l’oxygène comme des radicaux hydroxylés, du superoxyde ou encore du peroxyde d’hydrogène 
(324, 325).  
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H. Implication dans les maladies neurologiques et les troubles du 
comportement 
1. Implication dans la maladie de Parkinson 
La maladie neurodégénérative la plus répandue chez l’homme est la maladie de Parkinson. Les 
symptômes moteurs de la maladie de Parkinson sont caractérisés par une rigidité musculaire, 
une posture instable, un tremblement de repos et une bradykinésie (326). Ces troubles moteurs 
sont causés par une dégénérescence des neurones dopaminergiques nigrostriataux entrainant la 
réduction du tonus dopaminergique (327). Malheureusement, il n’y pas encore de réelles 
preuves concrètes de lien entre des mutations de DAT et la maladie de Parkinson, probablement 
parce qu’il s’agit d’une maladie à l’étiologie multifactorielle et que des mutations génétiques 
ne sont retrouvées que dans très peu de cas (5 à 10%) (327). Le rôle potentiel de DAT dans 
l’augmentation de la vulnérabilité des neurones dopaminergiques dans la maladie de Parkinson 
pourrait être d’augmenter la quantité de dopamine cytosolique qui est très réactive. L’activité 
de DAT pourrait ainsi sensibiliser les neurones dopaminergiques au stress oxydatif intrinsèque. 
2. Implication dans le trouble de déficit d’attention avec hyperactivité 
Depuis plus de 20 ans, le disfonctionnement de DAT a été beaucoup étudié lors de recherches 
sur le TDAH (328). En 1995, Cook et ses collègues ont rapporté qu’un polymorphisme sur la 
partie non codante du gène de DAT entrainait un risque accru de développer le TDAH (329). 
Par la suite, d’autres études ont confirmé ces résultats (329-331). Alors que les bases 
moléculaires de cette association ne sont pas claires, il a été démontré que ce polymorphisme 
peut impacter l’expression du gène de DAT (332, 333). Mise à part les polymorphismes sur la 
partie non codante de DAT, des mutations de la séquence codante du gène de DAT ont 
également été découvertes chez des patients atteints de TDAH. Certaines de ces mutations ont 
pour conséquence in-vitro un efflux de dopamine à travers DAT (334) entrainant une 
augmentation de dopamine extracellulaire chez la souris portant ces mutations (335) et par 
conséquent une hyperactivité de celles-ci. D’autres mutations entrainent quant à elles un 
recyclage constitutif de DAT (336) perturbant fortement sa localisation et son trafic. 
En résumé, ces études ont montré qu’une altération dans l’expression ou la fonction de DAT 
peut entrainer un risque accru de développement du TDAH, un trouble lié à une signalisation 
aberrante de la dopamine (337, 338). 
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3. Implication dans la dépression 
Généralement, c’est la sérotonine qui est tenue responsable de la dépression et qui est ciblée 
par les traitements pharmacologiques actuels contre cette pathologie. Néanmoins, de plus en 
plus d’études révèlent des liens entre des dérégulations du système dopaminergique et la 
pathophysiologie de la dépression. En effet, plusieurs symptômes observés chez des patients et 
des animaux souffrant de dépression, comme l’anhédonie ou l’amotivation, ont été associés à 
des dysfonctions du système dopaminergique (339-341).  
Les modèles animaux utilisés pour étudier la dépression sont basés sur la présentation de 
facteurs de stress (342). La durée d’action du facteur de stress impacte sur la magnitude et la 
durée de la réponse dépressive (343, 344). 
L’activation aigue du système dopaminergique par l’amphétamine ou par l’activation des 
neurones dopaminergiques induite par le stress est suivie par une période de dépression (345). 
De plus, si ces facteurs sont présentés sur une période plus longue, l’état dépressif observé est 
également maintenu plus longtemps. Des expériences in vivo ont également révélé que des rats 
rendu dépressifs pouvaient retrouver un état normal en suractivant les neurones 
dopaminergiques de l’ATV (346, 347).  
Ainsi, la dopamine semble jouer un rôle important dans le développement de la dépression, 
mais les mécanismes cellulaires et moléculaires du système dopaminergique impliqués dans 
son développement restent peu connus. 
4. Les drogues psychostimulantes 
DAT est la cible principale de nombreux composés, notamment les psychostimulants, les 
médicaments et les substances neurotoxiques (290, 348). DAT étant le responsable majeur de 
la recapture de la dopamine, la manipulation pharmacologique de ce transporteur peut entrainer 
des effets majeurs sur la neurotransmission de la dopamine. Deux psychostimulants classiques 
qui opèrent en altérant la fonction de DAT sont la cocaïne et l’amphétamine (Figure 14). La 
cocaïne lie DAT et bloque le transport de la dopamine de l’espace extracellulaire vers le 
neurone présynaptique (349). La cocaïne est un inhibiteur par compétition du transport de la 
dopamine car son domaine de liaison chevauche celui de la dopamine (350) résultant au fait 
que la dopamine s’accumule alors dans l’espace intersynaptique et active de manière aberrante 
ses récepteurs. A l’inverse, les amphétamines (amphétamine, métamphétamine, MDMA) 
entrent en compétition avec la dopamine pour entrer dans les cellules dopaminergiques, agissant 
ainsi comme un substrat pour DAT (351). Une fois à l’intérieur de la cellule, l’amphétamine 
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perturbe le gradient de protons nécessaire pour le stockage de la dopamine dans les vésicules 
(352). Ceci entraine alors une perte de la dopamine depuis les vésicules vers le cytoplasme des 
neurones présynaptiques. Finalement, l’accumulation de la dopamine cytosolique combinée 
avec les actions de l’amphétamine sur DAT entraine un transport inversé de la dopamine, 
résultant en un efflux de la dopamine intracellulaire vers l’espace extracellulaire. Cette 
libération de la dopamine par DAT entraine une augmentation de signalisation de la voie 
dopaminergique en réponse à l’amphétamine. Alors que la cocaïne et l’amphétamine peuvent 
occasionner d’autres effets sur le système nerveux central, c’est la perturbation des fonctions 
de DAT qui augmente la neurotransmission dopaminergique et qui est possiblement à la base 
des effets psychostimulants (353, 354).  
Les drogues modulant l’activité de DAT sont également utilisées pour des usages 
thérapeutiques dans le traitement de maladies comme le TDAH (328, 355), la dépression (356) 
et la narcolepsie (357).  
 
Figure 14. Effets de la cocaïne et de l’amphétamine sur le système dopaminergique 




IV. Objectifs de la thèse 
L’importance de la MLT n’est plus à démontrer tant elle a de fonctions dans le corps. 
Néanmoins, nombreux sont les mécanismes les régulant qui restent flous. C’est pourquoi 
l’objectif général de ma thèse était de préciser les mécanismes d’action du système 
mélatoninergique lui permettant de réguler les systèmes dopaminergiques et la glycémie. 
Comme expliqué dans l’introduction de cette thèse, des liens existent déjà entre les systèmes 
mélatoninergiques et dopaminergiques mais ils sont mal compris. La mélatonine agissant 
principalement par l’activation de ses 2 récepteurs MT1 et MT2 et les niveaux de dopamine 
extracellulaire étant régulés en majorité par DAT, nous avons émis comme première 
hypothèse de cette thèse que le système mélatoninergique régule le système dopaminergique 
par l’interaction des récepteurs MT1 et MT2 avec le transporteur DAT.  
Dans le but de dévoiler de nouveaux mécanismes d’action du système mélatoninergique nous 
nous sommes intéressés à sa capacité à réguler les niveaux glycémiques dans le sang. Un 
polymorphisme positionné au niveau de l’intron du gène MTNR1B codant pour MT2 avait déjà 
été identifié comme responsable de la dérégulation de l’homéostasie glycémique, augmentant 
ainsi le risque de développer le DT2. Par conséquent notre groupe avait émis l’hypothèse que 
des variations de la partie codante pour le récepteur MT2 pouvaient également entrainer un 
risque accru de développer le DT2. Le gène codant pour MT2 chez des personnes 
normoglycémiques et DT2 avait alors été séquencé et différents variants génétiques de MT2 
avaient été découverts dont certains avaient été reliés avec un risque accru de développer le 
DT2 avant ma thèse (213). Cette découverte nous a alors mené à la seconde hypothèse de ma 
thèse que la défectuosité de certaines voies de signalisation spécifiques du récepteur MT2 
augmente le risque de développer le DT2.  
Nous avons ensuite décidé de comprendre les mécanismes d’action du récepteur MT1. En effet, 
les informations rapportées dans la littérature quant à son profil de signalisation sont parfois 
contradictoires et ses mécanismes d’action restent flous. Nous avons alors émis la troisième 
hypothèse de ma thèse que des variants génétiques naturels de MT1 permettent de révéler ses 
mécanismes d’action. 
Afin de tester ces 3 hypothèses, nous avons formulé les différents objectifs spécifiques suivants 
que nous traiterons dans cet ordre : 
1) Révéler les interactions physiques entre les MTRs et DAT et étudier leur impact sur la 
fonction du transporteur et le comportement d’animaux. 
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2) Caractériser fonctionnellement les variants génétiques de MT2 préalablement identifiés et 
relier la perte de certaines voies de signalisation à un risque accru de développer le DT2. 
3) Identifier et caractériser des variants génétiques naturels de MT1 afin de révéler des régions 
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Running title 





Melatonin, a neurohormone released by the pineal gland, has multiple effects in the central 
nervous system including the regulation of dopamine (DA) levels, but how melatonin 
accomplishes this task is not clear. Here, we show that melatonin MT1 and MT2 receptors co-
immunoprecipitate with the DA transporter (DAT) in mouse striatal synaptosomes. Increased 
DA re-uptake and decreased amphetamine-induced locomotor activity was observed in the 
striatum of mice with targeted deletion of MT1 or MT2 receptors. In vitro experiments 
confirmed the interactions and recapitulated the inhibitory effect of melatonin receptors on DA 
re-uptake. Melatonin receptors retained DAT in the endoplasmic reticulum in its immature non-
glycosylated form. In conclusion, we reveal one of the first molecular complexes between G 
protein-coupled receptors (MT1 and MT2) and transporters (DAT) in which melatonin receptors 
regulate the availability of DAT at the plasma membrane thus limiting the striatal DA re-uptake 
capacity in mice.  
 






The dopamine (DA) transporter DAT is a key regulator of the extrasynaptic DA availability. 
This transporter mediates DA re-uptake into the nerve terminals, thus preventing dopaminergic 
hyperactivation. DAT is located on dopaminergic neurons of the ventral tegmental area, the 
limbic system, in the prefrontal cortex, and highly expressed in substantia nigra projections 
ending in the striatum formation [1]. DAT is the unique transporter responsible of DA clearance 
from the synaptic cleft. 
DAT is down-regulated by addictive compounds such as cocaine and amphetamine analogues 
that cause an over-activation of the dopaminergic circuit, accompanied by enhanced locomotion 
and reward feelings [2]. Moreover, disruptions of dopamine clearance is associated with a broad 
spectrum of neuropsychiatric disorders such as Parkinson’s disease (PD), schizophrenia and 
attention-deficit hyperactivity disorder [3-5]. 
DAT surface expression is one of the limiting factors of the rate of DA uptake. At the level of 
nerve terminals, DAT expression is maintained in equilibrium between the cell surface and 
endosomal vesicles [6]. This equilibrium may be modulated by post-translational modifications 
as well as by protein-protein interactions [7]. Reduced DAT expression has been associated 
with schizophrenia [8] and is observed in the dopamine transporter deficiency syndrome that is 
characterized by early infantile-onset progressive parkinsonism dystonia [9]. 
DAT is known to be phosphorylated in response to the activation of several kinases such as 
PKC, PI3K, MEK1/2, and p38. DAT also undergoes ubiquitination prior to its down regulation 
via endocytosis downstream of PKC activation. The target residues of phosphorylation and 
ubiquitination are mainly located in the N-terminal domain of DAT, the main regulatory 
domain of the transporter [10-12]. Moreover, DAT activity can be reversed into DA efflux at 
the cell surface prior to endocytosis as a result of the phosphorylation of N-terminal serine 
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residues upon PKC activation [13], which can be mediated by amphetamine treatment [14] [15]. 
Furthermore, DAT was reported to interact with several membrane and cytosolic proteins [16] 
[17-19]. Some proteins such as GPR37 diminish DA uptake by decreasing the cell surface 
expression of DAT in mouse synaptosomes [20], others, like the Parkin protein and the DA D2 
receptor and the kappa-opioid receptor, increase the uptake by enhancing the cell surface 
expression of DAT [21,22] [23]. 
The DA availability at the synaptic cleft is a result of a release and uptake process. Several 
studies report the role of the neurohormone melatonin in the regulation of DA availability at 
different regions in the brain [24,25]. Melatonin is a neuro-hormone synthesized by the pineal 
gland during the night phase and has been shown to regulate various processes including 
neuronal functions [26,27]. Most of these effects are mediated by two melatonin receptors MT1 
and MT2 belonging to the G protein-coupled receptor (GPCR) super-family [28]. Melatonin 
deregulations either at the level of hormone secretion, receptor polymorphisms or expression 
are associated with a large spectrum of diseases and disorders such as circadian rhythm 
abnormalities, Parkinson’s and Alzheimer’s diseases [29,30], attention-deficit hyperactivity 
disorder [31], schizophrenia [32], and type 2 diabetes [33]. 
In this study, we evaluate the possible functional and physical interaction between the 
melatonin and the dopamine system on the level of two membrane-bound components of these 
systems, namely the melatonin receptors and DAT. Experiments were performed in vitro by 
transfection the different protein components and in vivo by detecting DA uptake in striatal 







Materials and Methods 
Compounds  
Dihydroxyphenylethylamine-[2,5,6,7,8-3H]-dopamineNET116000), [N-methyl-3H]WIN-
35428 (NET10330) and 2-[125I]-iodomelatonin (NEX2360) were purchased from Perkin Elmer, 
S77834 was a generous gift from Servier, Nitrocefin (484400) and melatonin (CAS 73-31-4) 
from Calbiochem, dopamine (H8502) and Nomifensine (N1530) from Sigma-Aldrich.  
 
Cell culture and transfection  
HEK293T cells were grown in complete medium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
supplemented with 10% fetal bovine serum, 4.5g/L glucose, 100 U/mL penicillin, 0.1mg/mL 
streptomycin and 1mM glutamine) (Invitrogen, CA). Transient transfections were performed 
using JetPEI (Polyplus Transfection, France), according to manufacturer’s instructions.  
 
DNA constructs  
Myc- and Flag-hDAT were kindly donated from Dr M.E.A. Reith laboratory from New York 
University School of Medicine - USA [34]; ΔN1-55-Flag-hDAT and YFP-hDAT from Dr T.S. 
Shippenberg laboratory from the National Institute on Drug Abuse; Baltimore –USA [35]; and 
β-Lac-hDAT plasmid was from Dr A. Salahpour (University of Toronto) [36]. 
 
Membrane Yeast two-hybrid (MYTH) screen  
The MYTH screens were done as outlined previously [37]. In short, baits were transformed into 
a Saccharomyces cerevisiae strain by the lithium acetate/single-stranded carrier 
DNA/polyethylene glycol method as described by [38]. Subsequently, a prey cDNA library in 
the NubG-X orientation was transformed into these yeast strains containing MT1 receptors by 
the same method. Putative interactors were selected by growth on synthetic dropout media 
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lacking the amino acids tryptophan, leucine, adenine and histidine (SD-WLAH). Prey plasmids 
were isolated using a commercial DNA isolation kit modified for yeast, followed by 
transformation and additional amplification in Escherichia coli. Final purified plasmids were 
subjected to sequencing and BLAST analysis, to identify specific interactors. To eliminate 
spurious interactors, the prey plasmids were once again transformed into yeast harboring MT1 
or an artificial bait (the transmembrane segment of the human T-cell surface glycoprotein CD4 
linked to Cub-TF) and interaction was assessed. Any preys that also interacted with the artificial 
bait were deemed promiscuous and discarded. 
 
Immunoprecipitation and Western blot 
Striata from male mice (8-12 weeks old) were homogenized in 7 ml ice-cold 5 mM HEPES, 
0.32 M sucrose, pH 7.4 supplemented with protease inhibitors: leupeptine (1 mg/ml), pepstatin 
(1 mg/ml), benzamidine (2 mg/ml), AEBSF (1 mg/ml); and phosphatase inhibitor: 2 mM 
Na3VO4, 10 mM NaF (buffer H) and grind in a potter and centrifuged (800xg; 7 min; 4° C). 
The supernatant was then centrifuged (9,200xg; 10 min; 4° C). The resultant pellet was 
resuspended in and then centrifuged (10,000xg; 17 min; 4°C). The pellet obtained contained 
synaptosomes and was solubilised 4h in the same buffer with 0,5% Brij 96 (Sigma, P6136) at 
4° C on wheel and centrifuged (14,000xg; 1h; 4°C). The soluble fraction was subjected to 
immunoprecipitation using G protein sepharose beads (Sigma) with monoclonal antibodies (2 
μg/ml) raised against the carboxyl-terminal tail of mMT1 or mMT2 (manuscript in preparation). 
Pull-down experiments were performed with streptavidin beads (GE Healthcare Life Sciences) 
in IP buffer (TEM buffer supplemented with 75 mM Tris pH 7.5, 2mM EDTA, 12 mM MgCl2 
with protease inhibitors) overnight. Samples were denatured overnight at room temperature in 
SDS-PAGE loading buffer (62.5 mM Tris/HCl, pH 6.8, 5% SDS, 10% glycerol, 0.5% 
bromophenol blue) and the protein separated by SDS-PAGE. Immunoblot analysis were 
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performed with the indicated antibodies (rabbit anti-DAT antibody (1:800) (AB5802) 
Millipore preferentially recognizing the mature DAT form and rabbit (H-80) Santa-Cruz 
(SC14002) preferentially recognizing the immature form and immunoreactivity was revealed 
using secondary antibodies coupled to 680 or 800 nm fluorophores using the Odyssey LI-COR 
infrared fluorescent scanner (ScienceTec, France). 
 
BRET measurement  
For BRET donor saturation curves, 30000 HEK293T cells were seeded in 96-well white 
Optiplates (Perkin Elmer Life Sciences) with 0.125 ng of MT1-Rluc or 1.25 ng of MT2-Rluc or 
0.083 ng of CCR5-Rluc and 0 to 125 ng of DAT-YFP plasmids. Cells were then incubated 48h 
at 37°C before BRET measurements. Luminescence and fluorescence were measured 
simultaneously using Plates were read on the Mithras LB 940 with 480±10 nm (Rluc) and 
540±20 nm (YFP) emission filters and BRET ratios calculated as above. 
 
Synaptosomal preparation  
Synaptosomes from striatum, hypothalamus and cortex of male mice (8-12 weeks old) were 
prepared as described in [39]. Briefly, tissues were homogenized in a buffer containing 320 
mM sucrose, 5 mM HEPES, and protease inhibitors. After centrifugation at 2,000xg for 8 
minutes, the supernatant was centrifuged at 30,000 g for 30 minutes. The resulting 
synaptosomal pellet was kept at 4°C and used for subsequent analysis within 4 hours. 
 
DA uptake and β-CFT binding  
HEK293T cells were transfected in poly-L-Lysine coated 24 well plates. 48 h post-transfection, 
cells were washed with uptake buffer (5 mM Tris-HC1, 7.5 mM HEPES, 120 mM NaC1, 5.4 
mM KCI, 1.2 mM CaC12, 1.2 mM MgSO4, 5 mM D-glucose, and 1 mM ascorbic acid; pH 7.2) 
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and incubated for 5 minutes with 20 nM of [3H]-Dopamine. The uptake was terminated by two 
washes with ice-cold uptake buffer, and lysed in 0.5 ml of 1% SDS. Measurement was 
performed using scintillation counter. For synaptosomal DA uptake, 100 µg of proteins were 
subjected to DA uptake test for 5 min, Uptake was stopped by addition of 3 ml of ice-cold 
uptake buffer, followed by rapid filtration through Whatman filters and two additional rinses. 
The DA uptake kinetic test was performed in the presence of a fixed concentration of [3H]-
dopamine (20 nM) and increasing DA concentrations as indicated. β-CFT binding was 
performed in the presence of 4 nM of [3H]WIN-35428 for 30 min at room temperature. 
Nonspecific binding was assessed with 25 nM of nomifensine. 
 
B-lactamase assay  
The β-lactamase assay was performed as previously described in (33) with minor modifications. 
Briefly, cells were plated into individual wells of a poly-D-lysine-coated 96-well plate. The 
assay was performed 24h after plating. Cells were treated or not with PMA (1µM) for 30min at 
37°C and then incubated with the β-lactamase substrate nitrocefin. Absorbance at 492 nm was 
measured immediately and then every 5 minutes for 30 min in a microplate spectrophotometer. 
The reaction rate (slope of the curve in the linear range) was taken as the readout for this assay. 
 
125I-MLT binding 
The assay was performed as previously described [40]. 
 
Homogeneous time-resolved fluorescence (HTRF)-based cAMP assay 
cAMP levels were determined in HEK293T cells by HTRF using the “cAMP femto2” kit 




Hyperactivity induced by D-Amphetamine 
Activity of male mice (8-12 weeks old) was measured in eight open-fields (actimeters) which 
are Plexiglas transparent open-box (42 cm L, 42 cm W, 40 cm H). The distance travelled 
(horizontal activity) was recorded with infrared photobeams detection systems (Acti-track, LSI 
Leticca, Panlab). Open-fields were placed in four independent compartments, under a dim light 
(10 Lux). Within each compartment, open-fields were visually isolated from the experimental 
room. 
Animals were individually placed in the open-fields and allowed to move freely for a 90-min 
session. Their distance travelled was recorded all long and at T30 min, D-Amphetamine 
(3mg/kg) or vehicle were injected intraperitoneally to mice. The data collected was the 
spontaneous locomotor activity (SLA) taking in account the distance travelled during the 30 
min period before the injection of D-Amphetamine or its vehicle and the distance travelled 
during the 60 min period following the injection. 
 
Immunofluorescence 
HeLa cells were fixed with 4% formaldehyde and permeabilized with 0.2% Triton X-100. Cells 
were incubated with anti-myc rabbit polyclonal (Santa-Cruz sc-789) or anti-myc mouse 
monoclonal (Santa-Cruz sc-40) antibodies or anti-HA mouse monoclonal (Biolegend MMS-
101P) or anti-HA rabbit polyclonal (Cell Signaling #3724) antibodies, followed by staining 
with TRITC or FITC-conjugated secondary antibodies (Biotium) in the presence of DAPI. 
Images were taken with a microscope ZEISS Observer Z1 with the lense PLAN FLUOR 100x 






Statistical analysis  
Results were analyzed by PRISM (GraphPad Software). Data are expressed as mean ± SEM of 
at least 3 experiments. One sample t test and one way ANOVA test with Dunnett’s multiple 
comparisons test were applied for statistical analysis. 
 
Results 
Identification of DAT/ melatonin MT1 receptor complexes with MYTH  
In order to identify proteins interacting with the human melatonin MT1 receptor, we applied the 
recently modified split-ubiquitin Membrane Yeast Two-Hybrid (MYTH) technique [37]. Full-
length receptors were N-terminally tagged with the yeast mating factor α to encourage plasma 
membrane localization and C-terminally tagged with half of ubiquitin (Cub) fused to an 
artificial transcription factor comprising LexA and VP16. Successful cell surface expression of 
melatonin receptors in yeast was monitored by immunofluorescence microscopy. Screens were 
performed in duplicate against recombinant NubG-prey of human fetal brain cDNA library, a 
tissue know to express MT1 receptors [42]. Forty-seven high-quality interactions were retained 
after deleting false positive candidates interacting with an artificial bait, the transmembrane 
segment of the human T-cell surface glycoprotein CD4 linked to Cub-TF [43]. Among these 
proteins was DAT that interacted with MT1 receptors (2 clones with 330/620 amino acids) 
(Table 1). 
 
Melatonin MT1 and MT2 receptors interact with DAT in mouse striatum and HEK293T 
cells 
To confirm the existence of DAT/melatonin receptor complexes in the mouse brain, we isolated 
the synaptosomal fraction of the hypothalamus, striatum and cortex from C57BL/6 mice. In 
agreement with previous reports, our pilot experiments showed highest DAT expression and 
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3H-DA uptake in the striatum followed by the cortex and hypothalamus (Figure 1A-B) [44]. 
Expression of melatonin receptors was monitored in 2-[125I]-iodomelatonin (125I-MLT) binding 
experiments and found to be highest in the hypothalamic followed by the striatal and the cortical 
synaptosomes (Figure 1C). Based on these findings, the striatum was used for the following 
experiments. Immunoprecipitation of MT1 and MT2 from lysates of striatal synaptosomes with 
monoclonal antibodies recognizing specifically the mouse MT1 and MT2 revealed the presence 
of both receptors in precipitates of WT but not mice with targeted deletion of MT1 or MT2 
(MT1-KO; MT2-KO), respectively (Figure 1D-E, middle panels). Western blotting of 
precipitates with anti-DAT antibodies, recognizing predominantly the mature form migrating 
at a molecular weight of 80 kDa over the immature non-glycosylated 55 kDa form [21] showed 
a strong band at 55 kDa but none at 80 kDa suggesting an enrichment of the immature form of 
DAT in MT1 precipitates and to a lesser extend in MT2 precipitates (Figure 1D-E, left upper 
panels). As the 55 kDa form of DAT was largely undetectable in lysates with this antibody, we 
wanted to confirm the identity of the DAT band in precipitates with a second antibody 
recognizing predominantly the immature form (anti n.g. DAT) (SC14002). The 55 kDa band 
was once again detected with this antibody in MT1 precipitates validating the interaction of 
MT1 with the immature form of DAT (Figure 1D, right upper panel). We were unable to confirm 
the 55 kDa band in MT2 precipitates, most likely because the amount of precipitated DAT was 
below the detection limit of this antibody (Figure 1E, right upper panel). 
To further confirm these interactions, we performed bioluminescence resonance energy transfer 
(BRET) donor saturation experiments in cells transfected with the Renilla luciferase (Rluc) 
energy donor fused to the C-terminus of MT1 and MT2 and the yellow fluorescent protein (YFP) 
energy acceptor fused to the N-terminus of DAT. The chemokine receptor CCR5-Rluc fusion 
protein was included as a negative control and the respective MT1 and MT2 homodimer 
combinations as positive controls. The co-expression of a fixed amount of Rluc fusion proteins 
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and increasing amounts of YFP-DAT resulted in the expected hyperbolic curve [45,46] 
reaching an asymptote indicating specific interactions between DAT and MT1 and MT2, 
similarly to the previously reported MT1 and MT2 homodimers [47] (Figure 2A, B). 
Colocalization of DAT with MT1 and MT2 in transfected HeLa cells further confirmed the close 
proximity of DAT and melatonin receptors (Figure 2C; Supplementary Figure 1A). Taken 
together, co-IP, BRET and colocalization experiments provide evidence that DAT interacts 
with MT1 and MT2 in striatal synaptosomes and transfected cells.  
 
Melatonin receptors decrease dopamine uptake through DAT  
In order to explore potential consequences of melatonin receptors on DAT function, we 
measured DA uptake in HEK293T cells expressing DAT in the absence or presence of 
receptors. Expression of MT1 and MT2 decreased DA uptake by 595.9 and 262.8 % (n=3), 
respectively (Figure 3A). In agreement with previous reports, co-expression of GPR37 
decreased DA uptake by 141.6 % (n=3) [20], while the presence of another GPCR, the CCR5 
receptor, and the 4-transmembrane-spanning endospanin-1 protein, known to regulate the cell 
surface expression of other membrane receptors [48], did not affect the DAT-promoted DA 
uptake (Figure 3A). Expression of comparable quantities of DAT and successful expression of 
the various GPCRs and endospanin-1 was confirmed in total cell lysates by (Figure 3A inset, 
Supplementary Figure 1B). Pre-incubation with melatonin (1 µM) for 30 minutes did not 
modulate the inhibitory effect of MT1 and MT2 receptors on DA uptake in HEK293T cells and 
striatial synaptosomes (Figure 3B,C). The absence of effect of melatonin was confirmed in 
concentration-response experiments in striatial synaptosomes (Supplementary Figure 1C). 




Inactivation of Gi/o and Gq/11 proteins, known to be activated by melatonin receptors [49], with 
pertussis toxin (PTX) or YM-254890, respectively, was unable to abolish the inhibitory effect 
of melatonin receptors on DA uptake arguing against the involvement of constitutive receptor 
activity in this effect (Supplementary Figure 1D,E). This was further confirmed by treating 
HEK293 cells with the melatonin receptor inverse agonist S77834 [50], which was also unable 
to elevate the inhibition of DA uptake (Figure 3B). S77834 was similarly ineffective in 
modifying the basal DA uptake in striatal synaptosomes of WT mice (Figure 3C). Successful 
inhibition of constitutive MT1 and MT2 receptor activity by S77834 under these conditions was 
shown in the cAMP accumulation assay (Supplementary Figure 1F).  
The N-terminus of DAT (amino acids 1-62) plays a key role in DAT function because it 
undergoes various post-translational modifications leading to DAT down-regulation [10,12]. It 
serves as a protein-protein interaction platform for syntaxin 1A [51], synaptogrin-3 [52] and 
possibly also for dopamine D2 receptors [22,35]. Pull-down experiments between MT1 and 
MT2 receptors and a DAT mutant deleted of the first 55 amino acids [35] (ΔN-Flag-DAT) 
showed that the N-terminal DAT domain is not necessary for the interaction with melatonin 
receptors (Supplementary Figure 1G). Consistently, a similar inhibition pattern of DA uptake 
by melatonin receptors was also observed for the ΔN-Flag-DAT mutant at similar DAT 
expression levels (Figure 3D, Supplementary Figure 1H). 
To confirm our in vitro finding we measured DA uptake in striatal synaptosomes of MT1-KO 
and MT2-KO mice. DA uptake was readily measurable in synaptosomal preparations of WT 
mice containing all the necessary elements for the transport of neurotransmitters thus reliably 
reflecting in vivo conditions [39]. DA uptake was doubled in MT1-KO and in MT2-KO mice 
(Figure 3E). This enhanced DA transport capacity is not accompanied by increased DAT 
expression levels as monitored by western blot in synaptosomal lysates (Figure 3E).  
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Altogether, these results show that melatonin receptors inhibit DA uptake through DAT in 
transfected HEK293T cells and mice striatal synaptosomes and that this effect is not regulated 
by melatonin receptor activation or constitutive activity and does not involve the regulatory N-
terminal domain of DAT. 
 
Melatonin receptors decrease DAT cell surface expression  
Regulation of DAT-promoted DA uptake may be due to either a modulation of the affinity of 
DA for DAT or to a modification of DAT cell surface expression [21]. Kinetic analysis of DAT-
mediated DA uptake showed that Km values were similar in HEK293T cells expressing DAT 
alone (1.57 ± 0.15 µM) or coexpressing DAT and MT1 (1.07 ± 0.49 µM) or MT2 (1.49 ± 0.31 
µM) (Figure 4A). Km values were comparable to those measured in previous studies [53]. 
Maximal DA uptake rates (Vmax) were significantly decreased in cells coexpressing DAT with 
MT1 (78.39 ±14.17 fmol/mg/min) or MT2 (138.20 ±12.43 fmol/mg/min) as compared to cells 
expressing DAT alone as expected (222.20 ±9.38 fmol/mg/min) (N=3; p-value <0.001). 
Altogether, these results exclude an effect of melatonin receptors on the affinity of DA for 
DAT. 
To assess the impact of melatonin receptors on DAT cell surface expression, we determined 
the number of DAT at the cell surface with the radiolabeled cocaine analogue β-CFT [N-
methyl-3H]WIN-35428. A drop of 50-70% in WIN-35428 binding sites was observed in cells 
coexpressing either MT1 or MT2 (Figure 4B). Similar effects were observed in cells 
coexpressing DAT and GPR37 recapitulating previously reported results (Figure 4B) [20]. 
Expression of the negative control receptor CCR5 had no influence on the number of WIN-
35428 binding sites (Figure 4B). For all conditions, the total amount of expressed DAT did not 
change (Figure 4B, inset). Collectively, these data suggest that melatonin receptors limit the 




Melatonin receptors retain DAT in the biosynthetic pathway  
Decreased DAT cell surface expression might result from higher internalization or lower export 
of DAT in the presence of melatonin receptors. DAT internalization is known to be dependent 
on protein kinase C (PKC) activation, directly by phosphorylating DAT or indirectly by 
mediating its ubiquitination [7]. Treatment of HEK293T cells for 30 minutes with the potent 
PKC activator, phorbol myristate ester (PMA) [54] caused the expected decrease of DAT cell 
surface expression of 60% and this effect was not significantly modified by the coexpression 
of melatonin receptors (Figure 4C).  
To explore the influence of melatonin receptors on the retention of DAT in the biosynthetic 
pathway, cell lysates were analyzed by western blot for the presence of the immature, 
intracellular (55kDa) DAT form and the mature, cell surface located (80kDa) form. In the 
presence of melatonin receptors, an enrichment of the immature DAT form was observed, 
consistent with the retention of DAT in intracellular compartments under this condition (Figure 
4D). Before further investigations on where this retention occurs, we checked the presence of 
Golgi and endoplasmic reticulum in our synaptosomal preparations using antibodies against 
58K marker and calnexine, respectively (Supplementary Figure 3). Then colocalization of DAT 
with calnexine was only observed in cells expressing MT1 or MT2 further confirmed the 
intracellular retention of DAT in the presence of melatonin receptors (Figure 4E). No 
colocalization was observed with the 58K Golgi marker and the GM130 cis-Golgi marker 
(Supplementary Figure 2A, B).  
Taken together, co-expression of melatonin receptors with DAT decreases its cell surface 
expression by retaining DAT in the endoplasmatic reticulum of the biosynthesis pathway. This 
observation is also consistent with the co-immunoprecipitation of the immature, intracellular 




Mice lacking melatonin receptors are less sensitive to amphetamine-induced locomotion 
MT1-KO and MT2-KO mice show increased DA uptake capacity in striatal synaptosomes. 
Therefore, we predicted decreased synaptic DA concentrations and decreased locomotor 
activity in these mice. Thus, we measured amphetamine-induced locomotor activity in WT and 
KO mice (Figure 5A-C). Whereas basal locomotor activity in all three mouse strains was 
similar, amphetamine-induced locomotor activity was decreased by half in MT1-KO and MT2-
KO mice compared to WT mice. Amphetamine showed a similar affinity for DAT in striatal 
synaptosomes prepared from WT and MT1-KO and MT2-KO mice excluding the possibility 
that reduced amphetamine-induced locomotor activity is not due to decreased affinity of 
amphetamine for DAT (Figure 5D). 
Discussion 
In this study, we report that melatonin receptors inhibit DA uptake by diminishing the cell 
surface expression of DAT in a complex containing melatonin receptors and DAT. This 
conclusion is supported by in vitro studies in HEK293T cells and in vivo studies in melatonin 
receptor KO mice including co-immunoprecipitations, DA uptake and locomotor activity. 
Initially, DAT was identified as a potential binding partner of the MT1 receptor in a MYTH 
screen suggesting the binary character of the interaction and arguing towards the complex 
formed between MT1 and DAT. The high sequence homology of MT1 with MT2 prompted us 
to consider also the second melatonin receptor for which we observed indeed similar results as 
for MT1 receptors: formation of protein complexes and a decrease in DA uptake, although to a 
lesser extent. Km values for DA were similar suggesting unmodified DA transport capacity of 
DAT in the presence of melatonin receptors. In contrast, maximal transport levels were 
significantly reduced. Stimulation of MT1 and MT2 with a saturating concentration of melatonin 
did not modify this effect. The inability of the melatonin receptor inverse agonist S77834 to 
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prevent the inhibitory effect of MT1 and MT2 on DA uptake excludes also the involvement of 
constitutive receptor activity in this effect. Both, melatonin and S77834 were also ineffective 
in altering the DA uptake in isolated striatal synaptosomes. Similarly, the absence of effect of 
melatonin and S77834 argues against a direct allosteric effect of melatonin receptors in the 
common complex. Taken together, melatonin receptors inhibit the maximal DA uptake capacity 
of the DAT independently of the activation state of melatonin receptors. 
Regulation of DAT surface expression has been previously identified as a limiting parameter 
that regulates DA uptake. Our results indicate that the decreased DA uptake capacity in the 
presence of MT1 and MT2 is caused by the retention of DAT in intracellular compartments. 
This is supported by the retention of DAT in the ER of HEK293T cells co-expressing MT1 or 
MT2, the enrichment of the immature, intracellular form of DAT under these conditions and the 
co-immmunoprecipitation of the immature 55 kDa form of DAT with melatonin receptors in 
the striatum. Although the precise molecular species of DAT engaged with its interacting 
partners was not always reported, in many cases the mature form of DAT seems to be involved. 
Interestingly, co-immunoprecipitation experiments between snapin and DAT in the striatum 
suggest the involvement of the immature form of DAT, similar to our findings [55]. The 
interaction with the non-glycosylated form of DAT is interesting as DAT activity depends not 
only on its membrane expression but also on its glycosylation status as shown in vitro and by 
the differential vulnerability of midbrain DA cells in Parkinson’s disease [56]. 
The dopamine D2 receptor has been shown to increase DA uptake as a consequence of 
enhanced DAT cell surface expression possibly involving reduced membrane endocytosis and 
increased in membrane exocytosis [22,35]. Furthermore, in striatum, activation of the kappa-
opioid receptor increased the Vmax for DAT mediated DA transport and DAT surface expression 
most likely by forming a molecular protein complex [23]. In the case of the ubiquitine ligase 
E3 Parkin increased DAT cell surface localization is achieved but by an alternative mechanism. 
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Actually, correctly folded DAT is stabilized by oligomerization during biosynthesis in the 
endoplasmic reticulum, a process that is also necessary for efficient translocation of DAT to 
the cell surface [57]. Importantly, incorrectly folded DAT protomers have dominant negative 
effects on the WT in these oligomers and inhibit the cell surface delivery of DAT. Parkin is 
shown to enhance the selective ubiquitination (and thus degradation) of the miss-folded and/or 
unglycosylated DAT and cause the increase in the cell surface expression of mature forms of 
DAT.  
The striatum expresses abundant amounts of DAT. The expression and function of melatonin 
receptors is much less established in this brain region. Uz et al. demonstrated in single-cell PCR 
experiments that the mRNA coding for the MT1 receptor localizes all over the central 
dopaminergic system including the ventral tegmental area, the substantia nigra and the striatum. 
Localization of mRNA in the substantia nigra strongly suggests that the protein is expressed in 
the neuron terminals projecting in the striatum confirming our result [58]. Our finding of 125I-
MLT binding sites in the striatum (this report and [59]) confirms these results on the protein 
level. Interestingly, MT1 is part of a presynaptic protein network including synapsin, SNAP25 
and 47, the voltage-gated calcium channel Cav2.2, Munc-18, rabphilin and snapin to which 
DAT has now to be added [59]. 
Our study shows that MT1 and MT2 have a negative role on the capacity of DAT for DA 
reuptake. The presence of melatonin receptors could thus protect neurons from intensive DA 
reuptake. DA is known to form reactive oxygen species through enzymatic degradation. 
Elevated rate of intra-neuronal DA would thus increase the degeneration of the dopaminergic 
neurons characterized in several neurodegenerative illnesses as in Parkinson’s disease where 
melatonin receptors are concomitantly down-regulated [29,60]. Intriguingly, the effect of MT1 
and MT2 on DA uptake appears to be completely independent on stimulation of these receptors 
by melatonin or any constitutive receptor activity. This conclusion is further supported by the 
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observation that ip injection of melatonin had no significant effect on amphetamine-induced 
locomotor activity in rats [61]. 
Melatonin represents the most reliable readout of the circadian rhythm of the biological master 
clock. According to our results, variation of melatonin levels along the circadian cycle are 
unlikely to impact on DAT function and the formation of the melatonin receptor DAT complex. 
In contrast, variation of MT1 and MT2 receptor levels might be important as they are submitted 
to a circadian regulation due to a negative feed-back loop that exists between melatonin and the 
expression of its receptors [62]. This regulatory mechanism might be just one component of a 
complex network of circadian regulation of the dopaminergic system that involves circadian 
variation of DA levels itself, dopamine D2 and D4 receptors and diurnal rhythms in quinpirole-
induced locomotor behaviors [63-65]. In turn, DA has also been shown to regulate major 
components of the central circadian clock mechanism like Per2 expression in the dorsal striatum 
[66]. Melatonin has been suggested to modify the dopaminergic system through additional, 
receptor-independent, mechanisms. Long-term treatment with melatonin prevented DAT 
down-regulation in a rotenone-induced PD model [67] and a model of amphetamine-induced 
hippocampal damage [68], most likely through its antioxidant properties. 
Taken together, our findings establish a new relationship between melatonin receptors and the 
control of extracellular DA levels by regulating the DA transport capacity of DAT, particularly 
in the striatum, as indicated by the enhanced DA uptake in striatal synaptosomes of MT1-KO 
and MT2-KO mice. Given the fact that DAT activity is considered to reflect the general state of 
dopaminergic circuit, and DAT alterations go together with dopaminergic deregulations in 
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Figure 1: DAT is expressed in the striatum, hypothalamus and cortex and interacts 
with MT1 and MT2 in mice striatal synaptosomes.  
(A) Western blot analysis on 30 µg of synaptosomal fraction of mice striatum, cortex and 
hypothalamus using anti-DAT antibodies. The blot shows that the mature (black arrow head) 
and the immature (white arrow head) forms of DAT are present at various levels in all three 
brain regions.  
(B) 3H-DA uptake assay on 100 µg of synaptosomes from different brain regions as 
indicated, in the presence or absence of 25 nM of nomifensine to define the non-specific 
uptake. 
(C) Number of specific 2-[125I]-iodomelatonin binding sites in presynaptic membranes from 
rat striatum, hypothalamus and cortex.  
(D, E) Co-IP between MT1 and DAT in striatal synaptosomes of WT and MT1-KO (D) or 
MT2-KO (E) mice using anti-MT1 (D) or anti-MT2 (E) antibodies for IP and antibodies 
against DAT (left panels) or non-glycosylated DAT (n.g. DAT) (right panels) for WB 
detection. Similar results were obtained in two additional experiments. Black arrow head, 






Figure 2. DAT interacts and colocalizes with MT1 and MT2 in transfected cells.  
(A, B) BRET donor saturation experiments with HEK293T cells transfected with a fixed 
amount of MT1-Rluc (A), MT2-Rluc (B), or CCR5-Rluc (negative control) (A and B) and 
increasing quantities of YFP-DAT (A and B), MT1-YFP (A) or MT2-YFP (B). The saturation 
curves were obtained from three to five independent experiments.  
(C) HeLa cells expressing Myc-DAT and Flag-MT1 or Flag-DAT and Myc-MT2 were 
permeabilized and colocalization of receptors and DAT (white arrow heads) evaluated by 
immunofluorescence microscopy using the appropriate anti-tag antibodies. Scale bars 
represent 5 μm. Experiment was performed at least 2 other times with same results. MTR: 





Figure 3. MT1 and MT2 constitutively decrease DA uptake in HEK293T cells and 
striatal synaptosomes.  
(A) DA uptake in HEK293T cells expressing Flag-DAT alone or with Flag-MT1, Myc-MT2, 
Myc-GPR37, HA-CCR5 or Myc-Endospanin1 (Endo1). Inset: dot-blot analysis of DAT 
expression with anti-DAT antibodies.  
(B and C) DA uptake in HEK293T cells expressing Flag-MT1 or Myc-MT2 (B) or on 100 
µg of striatal synaptosomes of WT-mice (C) pre-incubated or not with melatonin or the 
inverse agonist S77834-1 (1 µM each, 30 min).  
(D) DA uptake in HEK293T cells expressing ΔN-Flag-DAT alone or with Flag-MT1 or Myc-
MT2.  
(E) DA uptake on 100 µg of striatal synaptosomes of the indicated mice strains. Dot-Blot 
analysis of the synaptosomal fractions using anti-DAT antibodies.  
Data are expressed as relative specific uptake compared to DAT alone and are presented as 
mean  SEM; n=3 (A-C) or n=5 (D). NS not statistically different. *P < 0.05, **P < 0.01 
and ***P < 0.005, with respect to vehicle (one-way ANOVA followed by multiple 





Figure 4. MT1 and MT2 do not affect the affinity of DAT for DA but decrease DAT 
cell surface expression.  
(A) DA uptake kinetics were determined in HEK293T expressing DAT with the indicated 
receptors by incubating cells with 20 nM of 3H-DA and increasing concentrations of 
unlabeled DA. Michaelis constants (Km) are: 1.57 ± 0.15 µM (DAT alone), 1.07 ± 0.49 µM 
(DAT+MT1), 1.49 ± 0.31 µM (DAT+MT2); n=3.  
(B) The number of DAT expressed at the surface of HEK293T cells was determined with 
the tritiated cocaine analogue [N-methyl-3H]WIN-35428 (4nM). Non-specific binding was 
measured in the presence of nomifensine (25 µM). Data are presented as % of control (DAT 
alone) and are the mean  SEM; n=3. Inset: dot-blot analysis of cell fractions with anti-DAT 
antibodies.  
(C) The β-lac-DAT fusion protein was expressed alone or with the indicated proteins and 
pre-treated or not with PMA (1 µM, 30 min). Data are presented as % of in the absence of 
PMA; n=3-6.   
(D) Western-Blot analysis revealing the 80 kDa glycosylated form of DAT (mature) and the 
50 kDa non-glycosylated form of DAT (immature, intracellular) in HEK293T cells 
expressing DAT with or without Flag-MT1 or Myc-MT2. Similar results were obtained in 
two additional experiments.  
(E) HeLa cells expressing Myc-DAT and Flag-MT1 or Flag-DAT and Myc-MT2 were 
permeabilized and the colocalization of DAT and calnexine (Endoplasmic Reticulum 
marker) monitored by immunofluorescence microscopy. Scale bars represent 5 μm. 
Experiment was performed at least 2 other times with the same results.  
NS, non-significant, ***P < 0.005 using (B) one-sample t-test or (C) one-way ANOVA test 





Figure 5. Melatonin receptor KO mice are less sensitive to amphetamine than wild 
type mice.  
(A-C) D-amphetamine was injected (3mg/kg) in WT, MT1-KO or MT2-KO mice (arrow on 
the graph) and the distance traveled by the mice was recorded during 60 minutes. Panel C 
presents cumulative distance travelled during 60 minutes after D-amphetamine injection. 
Data are presented as mean  SEM; N=3.  
(D) 3H-DA (20nM) uptake in striatal synaptosomes of the indicated mice strains in the 
presence of increasing D-amphetamine concentrations. LogIC50 values are -4,32 ± 0,10 
(WT), -4,03 ± 0,15 (MT1-KO), -3,87 ± 0,14 (MT2-KO); N=3. **P < 0.01, using one way 









- No interaction, +++ Interaction, Ost1-NubG (negative) and –NubI (positive) Control preys 
 
Table 1: MT1 receptor interacts with DAT in MYTH screening 
Interaction results of the melatonin receptor or artificial baits when tested against negative 













Bait Prey MYTH 
Melatonin Receptor-Cub-TF Ost1-NubG - 
Melatonin Receptor-Cub-TF Ost1-NubI +++ 
Artificial Bait-Cub-TF Ost1-NubG - 
Artificial Bait-Cub-TF Ost1-NubI +++ 
   
Melatonin Receptor-Cub-TF NubG-DAT +++ 
Artificial Bait-Cub-TF NubG-DAT - 





Supplementary Figure 1. Melatonin receptors decrease DA uptake.  
(A) HeLa cells expressing Myc-DAT and Flag-MT1 or Flag-DAT and Myc-MT2 were 
permeabilized and the colocalization of DAT and MT1 or MT2 was monitored by 
immunofluorescence microscopy. Scale bars represent 5 μm. Experiment was performed at 
least 2 other times with the same results. 
(B) Western-blot detection of proteins co-expressed with DAT in HEK293T cell lysates of 
the DA uptake experiment shown in Figure 3A.  
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(C) DA uptake on 100 µg of striatal synaptosomes of WT-mice (C) pre-incubated or not with 
increasing melatonin concentrations for 30 min. Data are expressed as relative specific 
uptake compared to DAT alone and are presented as mean  SEM; n=3. 
(D and E) DA uptake in HEK293T cells expressing DAT and Flag-MT1 (D) or Myc-MT2 
(E) in HEK293T cells treated or not with the Gai protein inhibitor pertussis toxin (PTX, 
10ng/mL, ON) or the Gaq protein inhibitor YM-254890 (YM, 25µM, 1h). Data are 
expressed as % of DA uptake in the absence of inhibitor and are presented as mean  SEM; 
n=3.  
(F) Effect of melatonin (closed symbols) and S77834-1 (open symbols) on forskolin (Fsk)-
stimulated cAMP production in HEK293T cells expressing MT1 or MT2 receptors.  
Data represent the mean ± SEM of three independent experiments performed in triplicates. 
(G) Pull-down of ΔN-Flag-DAT with HA-SBD-MT1 and HA-SBD-MT2 (SBD = 
streptavidin binding domain) on streptavidin coated beads. Data are representative of three 
experiments. (H) Western-blot detection of Flag-MT1 and Myc-MT2 in HEK293T cell 
lysates of the DA uptake experiment shown in Figure 3C.  
NS not statistically different. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.005, with respect to vehicle 








Supplementary Figure 2. DAT does not colocalizes with Golgi marker proteins in 
the presence of melatonin receptors.  
(A, B) HeLa cells expressing Myc-DAT and Flag-MT1 or Flag-DAT and Myc-MT2 were 
permeabilized and the colocalization of DAT and 58K (Golgi marker) (A) or GM130 (cis-
Golgi marker) (B) was evaluated by immunofluorescence microscopy. Scale bars represent 











Supplementary Figure 3. Presence of 58K and calnexine in synaptosome 
preparation.  
Western blot analysis on 30 µg of mice striatal synaptosome fractions using anti-58K (Golgi 
marker) and anti-calnexine (Endoplasmic Reticulum marker) antibodies. The western-blot 

































Résumé du chapitre 2 – Article 1 
 
Dans ce manuscrit, nous avons démontré les points suivants : 
-Les MTRs interagissent physiquement avec DAT. 
-Les MTRs diminuent l’expression à la surface cellulaire de DAT. 
-Les MTRs diminuent l’activité de recapture de la dopamine de DAT. 
-Les MTRs retiennent DAT dans le réticulum endoplasmique. 
-En absence de MTRs, les souris sont moins sensibles à l’amphétamine. 
 
La découverte d’interactions entre DAT et les MTRs ainsi que la régulation de la recapture 
par ces derniers offrent de nouvelles perspectives dans la compréhension et le traitement de 
maladies neurodégénératives comme la MP ainsi que le traitement des personnes souffrant 
de TDAH ou addictes aux drogues agissant sur le système dopaminergique. 
 
Après avoir découvert un nouveau mécanisme impliquant la régulation du système 
dopaminergique par le système mélatoninergique, nous nous sommes intéressés à 
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Abstract 
Melatonin is produced during the night and regulates sleep and circadian rhythms. Loss-of-
function variants in MTNR1B, which encodes the melatonin receptor MT2, a G protein–
coupled receptor (GPCR), are associated with an increased risk of type 2 diabetes (T2D). To 
identify specific T2D-associated signaling pathway(s), we profiled the signaling output of 
40 MT2 variants by monitoring spontaneous (ligand-independent) and melatonin-induced 
activation of multiple signaling effectors. Genetic association analysis showed that defects 
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in the melatonin-induced activation of Gαi1 and Gαz proteins and in spontaneous β-arrestin2 
recruitment to MT2 were the most statistically significantly associated with an increased T2D 
risk. Computational variant impact prediction by in silico evolutionary lineage analysis 
strongly correlated with the measured phenotypic effect of each variant, providing a 
predictive tool for future studies on GPCR variants. Together, this large-scale functional 
study provides an operational framework for the postgenomic analysis of the multiple GPCR 
variants present in the human population. The association of T2D risk with signaling 
pathway–specific defects opens avenues for pathway-specific personalized therapeutic 
intervention and reveals the potential relevance of MT2 function during the day, when 
melatonin is undetectable, but spontaneous activity of the receptor occurs. 
 
Introduction 
Type 2 diabetes mellitus (T2D) is characterized by high blood glucose concentrations in the 
context of insulin resistance and impaired insulin secretion from pancreatic beta cells (1). 
The prevalence of T2D has increased over the last 20 years and closely parallels the 
mounting epidemic of obesity. G protein–coupled receptors (GPCRs) are promising drug 
targets for metabolic diseases, including T2D (2, 3). Agonists of GPCRs, such as the 
glucagon-like peptide 1 receptor (GLP1R), are clinically used to improve glucose tolerance 
in T2D patients (4). Furthermore, drugs targeting other GPCRs, such as the gastric inhibitory 
polypeptide receptor (GIPR), the free fatty acid receptor 1 (FFAR1, also known as GPR40), 
and the glucose-dependent insulinotropic receptor (GPR119), are currently in clinical trials 




In addition to several environmental risk factors, T2D has a strong genetic basis. Genome-
wide association studies (GWAS) and their meta-analyses have identified more than 100 loci 
containing single nucleotide polymorphisms (SNPs) that are statistically significantly 
associated with T2D risk and altered glycemic values or insulin secretion (5). The common 
SNP rs10830963 is located in the unique intron of MTNR1B, which encodes MT2, the 
melatonin (MLT) receptor, is statistically significantly associated with increased fasting 
plasma glucose concentrations, reduced early insulin response to glucose, and increased risk 
of both T2D and gestational diabetes mellitus (6-8). The homozygous T2D-associated SNP 
(corresponding to a GG genotype; the wild-type sequence is CC) is associated with a two-
fold increase in cis MTNR1B mRNA abundance in human pancreatic islets compared with 
the amount in the islets of CC genotype carriers (7, 9-11), suggesting that increased MLT 
signaling might be associated with an increased T2D risk. However, when we performed a 
large-scale exon resequencing of MTNR1B, we found that only rare, nonsynonymous 
variants with a loss-of-function phenotype strongly associated with increased T2D risk (odds 
ratio of 5, when analyzed in aggregation) (12). Considering these apparently contradictory 
findings, the role of MT2 signaling on T2D risk in humans remains unanswered. 
 
MT2 belongs to the MLT receptor family of GPCRs, which is composed of MT1, MT2, and 
the orphan GPR50 based on their sequence homologies. However, only MT1 and MT2 and 
not GPR50 bind to MLT and do so with high affinity (13-15). MLT is mainly secreted from 
the pineal gland in a circadian manner with high plasma concentrations during the night (16). 
MLT receptors are involved in the regulation of sleep, circadian and seasonal rhythms, 
immune functions, retinal physiology, and glucose homeostasis (17). How MLT modulates 
glucose homeostasis in humans is not well understood. In rodent -cell lines, MLT decreases 
insulin secretion (18) (19), whereas studies of isolated human islets showed that MLT 
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stimulates insulin secretion (20, 21). It is well-known that MLT exerts opposing effects on 
specific functions in a species-dependent manner (22). Epidemiological studies 
demonstrated that people working on different shifts, compared to day workers, present with 
a marked dysfunction in nocturnal MLT secretion and a higher risk of cardiovascular 
disorders, metabolic diseases (including T2D), and cancer. A 12-year prospective study 
showed that decreased nocturnal MLT secretion in nurses working on rotating night shifts is 
associated with a higher risk of developing T2D (23). 
 
Several sites of MLT action are possible, because MT1 and MT2 are present in many central 
and peripheral tissues, including insulin target tissues, such as liver, muscle, and adipose 
tissue (19, 24). The amounts of mRNA transcripts for MTNR1A (encoding MT1) and 
MTNR1B are very low or undetectable in human islets and only detectable in a small subset 
of -cells (25-27), raising questions about the relevance of human islets as an MLT target 
tissue (28). In the hypothalamic suprachiasmatic nuclei, MT1 and MT2 regulate the circadian 
rhythms of the master clock in mammals, and disruption of central and peripheral circadian 
rhythms leads to metabolic disorders, including T2D (29-31). The T2D-associated SNP 
rs10830963, which is in an intron unique to MTNR1B, affects the dynamics of MLT 
secretion (32). Therefore, it is possible that the global dysregulation of MT2 signaling 
contributes to T2D pathophysiology through the alteration of circadian rhythms. 
 
Given that GPCRs can engage multiple distinct signaling pathways and that biased ligands 
alter the balance of activated signaling pathways (33),(34), the objective of the current study 
was to assess the effect of all MTNR1B variants identified by Bonnefond et al. (12) on 
multiple pathways engaged upon MT2 activation. We generated a “signaling signature” for 
each variant receptor to investigate whether the association between MT2 loss-of-function 
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and T2D was linked to specific signaling defects. MT2 has been described to activate three 
signaling pathways. Through Gi/o proteins, MT2 inhibits the production of cyclic adenosine 
monophosphate (cAMP) and stimulates extracellular signal–regulated kinase 1 and 2 
(ERK1/2). In addition to engaging Gi/o proteins, MT2 also promotes the recruitment of β-
arrestin (35). Here, we assessed the effects of spontaneous (ligand-independent) and MLT-
induced activity of each MT2 variant for these three pathways. 
 
The “evolutionary action” deduced from in silico trace evolution analysis (36) predicts the 
functional effect of a mutation based on the sensitivity of the site that is mutated and on the 
magnitude of the mutational substitution. We applied this evolutionary action analysis to 
correlate the experimental data with mutations in the MT2 sequence. We then reassessed the 
genetic association data to investigate the effects of specific signaling defects on T2D risk. 
With this systematic multiparameter approach, we determined specific signaling defects 
related to MT2 variation that are associated with T2D risk. This approach not only holds 
promise for identifying strategies to develop specific treatments or preventative measures 
for T2D, but also is a method that will facilitate the targeting of specific disease-related 
pathway defects when implemented into drug discovery workflows. 
Results 
Identifying pathways engaged by MT2 
To identify the pathways engaged by MT2, we used a combination of bioluminescence 
resonance energy transfer (BRET)-based and protein complementation–based sensors to 
assess G protein activation and -arrestin recruitment by wild-type (WT) MT2. We compared 
the ligand-dependent activation of 10 individual Gα proteins by specific receptors known to 
couple to each G protein with the activation induced by MLT-activated MT2 using a BRET 
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assay that detects separation of the G subunits from Gγ subunits (fig. S1A) and evaluated 
the activation of 15 individual G proteins by MLT-activated MT2 using a BRET assay that 
detects the association of a Gγ subunit with GPCR-regulated kinase 2 (GRK2) (fig. S1B). 
Of the G protein subtypes assessed, only members of the Gi/o family showed statistically 
significant activation, with Gi1 and Gz having the most robust activation amplitude (fig. 
S1, A and B). Thus, we performed a concentration-response analysis for the MLT-induced 
activation of Gi1 and Gz. We also assessed the ability of MT2 to spontaneously activate 
these two Gα proteins in the absence of added MLT by comparing the differences in BRET 
signals in the absence of MLT in cells expressing or not expressing MT2 (fig. S1, C and, D). 
MT2 showed spontaneous activity towards both Gi1 and Gz and MLT promoted a 
concentration-dependent increase in their activity with similar EC50 values for both G 
proteins. The opposite directions of the presented concentration-response curves reflect the 
different natures of the biosensors used to test their activity, which results in a decrease in 
BRET for the sensor monitoring the separation of the Gα subunit from Gγ subunit (used for 
Gi1) and the sensor detecting the interaction of the dissociated G with GRK2 (used for 
Gz). MT2 also displayed spontaneous activity toward the recruitment of -arrestin2 in the 
absence of MLT, an activity that was concentration-dependently increased by the addition 
of MLT (fig. S1E). 
 
To confirm signaling downstream of G proteins and β-arrestin2, we performed cAMP assays 
and ERK1/2 activation assays, respectively. Gi1 and Gz both inhibit the activity of 
adenylyl cyclases to inhibit cAMP production; therefore, we assessed the inhibition of 
forskolin-stimulated cAMP production by MLT-activated MT2. MLT triggered a dose-
dependent reduction in cAMP concentration with maximal inhibition of approximately 30%, 
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consistent with the coupling of MT2 to G proteins that inhibit adenylyl cyclase activity (fig. 
S1F). β-arrestins promote receptor internalization and desensitization of G protein–
dependent signaling at receptors located at the plasma membrane (37). In addition, β-
arrestins function as independent signaling transmitters (38) or mediate sustained endosomal 
signaling (39-42). Both G protein–mediated and β-arrestin–mediated signaling can activate 
ERK1/2. To determine whether MT2 can stimulate ERK activation, we performed an ERK 
activation assay (43) and found that MLT stimulated a dose-dependent increase in ERK 
activation in MT2-expressing cells (fig. S1G). 
 
Evaluation of spontaneous Gi1 and Gz signaling and β-arrestin2 recruitment by MT2 
variants 
Subsequently, we monitored the effects of the 40 nonsynonymous MT2 variants (including 
38 rare and the two common p.G24E and p.K243R variants), which are distributed 
throughout the receptor (see fig. S2 for variant positions in the receptor) on the direct 
engagement of Gi1 and Gz proteins, downstream cAMP production, the recruitment of β-
arrestin2, and ERK1/2 activation. To control for the potential influence of different cell-
surface abundances on signaling activity, we assessed cell surface receptor abundance by 
ELISA for all tested forms of the variants and WT receptors (fig. S3). Four mutants are 
classified as loss-of-MLT binding (p.A42P, p.L60R, p.P95L, and p.Y308S) on the basis of 
results obtained in a radioligand binding assay (12). We measured the spontaneous (agonist-
independent) activation of Gi1 and Gz by the MT2 variants. For WT MT2, the spontaneous 
activity represented 51.3 and 22.5% of the maximal MLT-stimulated activity for Gi1 and 
Gz, respectively (fig. S1, C and D). Seventeen MT2 variants displayed reduced spontaneous 
activation of Gαi1, and 14 displayed reduced spontaneous activation of Gαz (Fig. 1, A and B, 
tables S1 and S2). Most MT2 variants (p.A42P, p.L60R, p.P95L, p.M120V, p.S123R, 
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p.R138C, p.R138H, p.R138L, p.T201M, p.I223T, p.F250V, p.Y308S, and p.R316H) were 
defective for the spontaneous activation of both Gαi1 and Gαz. Only the p.Y141F variant 
showed subtype-selective reduction for spontaneous activation of Gαi1. Some variants 
exhibited increased spontaneous activation of Gαi1 (p.P36S, p.E237K, and p.S238G) or Gαz 
(p.A8S, p.A13V, p.Y141F, p.L166I, p.S238G, p.K234R, p.R330W, and p.A342V). 
 
We also determined the spontaneous recruitment of β-arrestin 2 to the MT2 variants. Similar 
to G protein activation, we observed high spontaneous β-arrestin2 recruitment for WT MT2, 
representing 70% of the maximal response (fig. S1E). Spontaneous β-arrestin2 recruitment 
was statistically significantly reduced for 15 variants (Fig. 1C; table S3). The four mutants 
that exhibit loss-of-MLT binding (p.A42P, p.L60R, p.P95L, and p.Y308S) did not display 
any spontaneous β-arrestin2 recruitment, confirming that the spontaneous β-arrestin2 
recruitment monitored for the WT MT2 was receptor-dependent and does not represent an 
intrinsic feature of the assay. None of the variants showed increased spontaneous β-arrestin2 
recruitment (Fig. 1C), suggesting that the constraints that restrict constitutive engagement of 
G proteins are different from those controlling spontaneous -arrestin recruitment. 
 
Evaluation of agonist-induced Gi1 and Gz signaling by MT2 variants 
The effect of MLT on Gαi1 or Gαz activation was also differentially altered by the variants. 
For each variant, full concentration-response curves were performed and both the half-
maximal effective concentration (potency; EC50) and the maximal agonist-mediated 
response (efficacy; Emax) were determined (Fig. 2 and fig. S4, tables S1 and S2). From this 
analysis, we grouped the variants into 8 categories (Fig. 2 and fig. S4): those that were 
previously classified as loss-of-MLT-binding variants (Fig. 2A and fig. S4A), those that 
exhibited impaired signaling through all pathways (Fig. 2B and fig. S4B), those that 
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exhibited impaired signaling in two or more pathways (Fig. 2C and fig. S4C), those with 
specific defects in MLT-stimulated, G protein–specific signaling (Fig. 2D and fig. S4D), 
those with a specific defect in β-arrestin recruitment (Fig. 2E and fig. S4E), those with a 
specific defect in ERK activation (Fig. 2F), those that exhibited a gain of function (Fig. 2G), 
and those that were similar to WT MT2 (fig. S4F). 
 
Similar to their reduction in spontaneous activity, most of the variants (p.A42P, p.L60R, 
p.A74T, p.P95L, p.S123R, p.V124I, p.R138C/H/L, p.Y141F, p.T201M, p.R222H, p.I223T, 
p.F250V, p.Y308S, p.R316H, p.R330W, and p.A342V) were also deficient in coupling to 
both G proteins, whereas five variants (p.G109A, p.M120I, p.M120V, p.R154H, and 
p.D246N) showed subtype-specific defects in MLT-induced Gi1 and Gz activation (fig. 2 
and fig. S4). Two variants (p.A359E and p.P36S) showed increased agonist-promoted Gαi1 
activation (table S1), indicating that both loss and gain of MLT responsiveness can be found 
among natural variants. We examined the influence of the variants on signaling downstream 
of Gi by monitoring inhibition of forskolin-induced cAMP accumulation. The MLT-
induced responses show that, in addition to the four loss-of-MLT binding mutants (p.A42P, 
p.L60R, p.P95L, and p.Y308S), markedly impaired cAMP responses were also observed for 
p.S123R, p.R138C/H/L, p.F250V, and p.R316H (Fig. 2 and fig. S4, table S4). These data 
indicate that an impaired ability to reduce cAMP production is consistent with the defective 
ability of these variants to activate Gi1 and Gz. In some cases (p.A74T, p.V124I, p.Y141F, 
p.T201M, p.A342V, p.M120I, p.R154H, p.D246N), defects in Gi activity were observed 
with no effect on the measured cAMP. This is most likely due to the fact that whereas the 
assays detecting G protein activation are stochiometric, the production of cAMP is an 
amplified signal, making it more difficult to detect the effects of the mutations leading to the 




Evaluation of β-arrestin2 recruitment by MT2 variants 
Twenty-four variants were defective for their ability to recruit -arrestin2 in response to 
MLT (table S3). In addition to the four loss-of-MLT-binding mutants, 15 MT2 mutants that 
displayed impaired Gi signaling (p.A74T, p.G109A, p.M120V, p.S123R, p.V124I, 
p.R138C/H/L, p.T201M, p.R222H, p.I223T, p.D246N, p.F250V, p.R316H, and p.A342V) 
and an additional five mutants with normal Gi and cAMP signaling (p.L166I, p.R231H, 
p.E237K, p.S238G, and p.K243R) showed reduced -arrestin2 recruitment (Fig. 2 and fig. 
S4, table S3). 
 
Evaluation of ERK signaling by MT2 variants 
ERK phosphorylation upon MLT stimulation was used as a proxy for activation. For WT 
MT2, ERK activation was fully blocked by the Gi/o inhibitor pertussis toxin (PTX) and was 
unaffected by RNAi-mediated silencing of β-arrestin1 and β-arrestin 2 (fig. S5), indicating 
that ERK activation occurred downstream of G protein activation. All MT2 variants that were 
impaired for both the Gi/cAMP and β-arrestin2 pathways also exhibited reduced 
phosphorylation of ERK in response to MLT (Fig. 2; fig. S4, and table S5). Other variants 
showed partially impaired ERK activation (p.A74T, p.V124I and p.T201M) together with 
partial impairment of both G protein–mediated signaling and β-arrestin2 recruitment or with 
a specific Gαi1 signaling defect (p.R154H) or with a specific Gαz signaling defect (p.M120I). 
Furthermore, the ERK signaling–defective variant p.M146V was the only variant with 
normal Gi/cAMP signaling and β-arrestin2 recruitment, suggesting the potential 
involvement of additional pathway(s) in mediating MT2-dependent ERK activation. The 
p.A359E variant differed from all of the others: it exhibited a substantially increased ERK 
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response (246% Emax of the WT) (table S5), a property that extended to a lesser extent to 
Gαi1 activation and β-arrestin2 recruitment (Fig. 2). 
 
Evaluation of the relationship among signaling alterations exhibited by the MT2 
variants 
To determine whether there was a link between the effect of the mutation on spontaneous or 
agonist-stimulated receptor activities, correlations between the effects on the two parameters 
were performed for the different pathways (Fig. 3A and fig. S6, A and B). In addition, to 
assess the possible functional links between two pathways, correlation between the effect on 
each pathway was performed in a pairwise manner (Fig 3, B and C). We also performed 
pairwise comparisons of spontaneous activity (fig. S6, C to E). Spontaneous Gαi1 and Gαz 
activation only modestly correlated with the corresponding MLT-induced activation of Gαi1 
(Fig. 3A, left) and Gαz (Fig. 3A, middle). A typical example is the p.M120V variant, which 
exhibited markedly reduced spontaneous Gi1 activity and had WT-like agonist-stimulated 
activity (Fig. 3A, left). Similar to the low correlation between spontaneous and agonist-
stimulated G protein activation, the correlation between spontaneous and MLT-induced β-
arrestin2 recruitment was also low (Fig. 3A, right). This lack of correlation between 
spontaneous and agonist-induced activity indicated that the modes of spontaneous and MLT-
induced receptor activity were distinct with potentially different allosteric constraints. In 
contrast, there was a strong correlation between the spontaneous activation of Gi1 and Gz 
(fig. S5C) and between the MLT-induced activation of Gi1 and Gz (Fig. 3C, Gαi1 vs. Gαz). 
These correlations suggest that similar receptor-mediated activation modes control these two 




To test for a link between G protein- and β-arrestin2–dependent events, we correlated MLT-
induced Gαi1 and Gαz activation and cAMP inhibition with MLT-induced β-arrestin2 
recruitment (Fig. 3B). We also tested the correlation between MLT-induced G protein 
activation and spontaneous β-arrestin2 recruitment (fig. S5, A and B) and between 
spontaneous G protein activation and spontaneous β-arrestin2 recruitment (fig. S5, C to E). 
All showed moderate, yet statistically significant correlations, which contrasted with the 
tightly correlated G protein-dependent events (Fig. 3C), indicating that G protein activation 
and -arrestin recruitment rely on at least partially independent processes. Together, these 
data reveal a general trend of reduced spontaneous and MLT-induced activity for MT2 
mutants at the level of β-arrestin2 recruitment and G protein activation and highlight the 
independent nature of these two processes. 
 
Generation of signaling signatures of MT2 variants 
To represent the signaling characteristics of the different variants, the overall signaling 
efficiencies of the WT and mutant receptors were assessed for each outcome using the 
operational model of Black and Leff (44) as modified by Kenakin et al. (45). The 
transduction coefficient log(τ/KA) was used as an indication of the signaling efficiency of 
each variant and the comparison between WT receptor and each of the variants was then 
obtained by subtracting the transduction coefficient log(τ/KA) of the mutants from that of the 
WT and expressed as Δlog(τ/KA) (tables S1 to S5). We plotted radial graphs of the calculated 
Δlog(τ/KA) together with the spontaneous and MLT-induced signaling efficacy to represent 
a “signaling signature” for each MT2 variant. This representation revealed several groups of 
variants with distinctive signaling signatures (Fig. 4). For example, twelve variants have 
strong defects in the five signaling cascades considered (p.A42P, p.L60R, p.P95L, p.S123R, 
P.R138C/H/L, p.R222H, p.I223T, p.F250V, p.Y308S, and p.R316H), six variants showed 
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specific defects in β-arrestin2 recruitment (p.L166I, p.R231H, p.E237K, p.S238G, p.K243R, 
and p.D246N), and three variants displayed G protein–specific defects (p.R154H, p.Y141F, 
and p.R330W). Three variants (p.M120I, p.P36S, and p.A359E) resulted in increased 
signaling activity compared to that of WT MT2 in response to MLT. 
 
Evolutionary action analysis of MT2 variants 
The large amount of functional data collected here provides a tool to validate in silico models 
predicting variant receptor functionality. One of these models, Evolutionary Action (EA) 
(36), predicts the effect of a variant on protein function using the relative importance of each 
residue based on evolutionary divergence, Evolutionary Trace (ET) (46), combined with the 
likelihood to observe a given amino acid substitution for another across evolution measured 
as the substitution log-odds (36). Based on these phylogenetic patterns of variation, an EA 
score from 0 (benign) to 100 (highly detrimental or impactful) was assigned for each MT2 
variant (Fig. 5A). To assess whether these empirical EA scores could be predictive of the 
functional impact observed in the signaling assays, we assigned a “phenotype score” to each 
variant that was calculated by averaging the 13 values corresponding to the normalized 
functional parameters used for the signaling signatures. The predictive EA scores correlated 
with the experimentally determined phenotype scores (Fig. 5B), indicating that the degree 
of measured functional divergence of the variants from the WT correlated with the degree 
of predicted evolutionary divergence. Overall, the good correlation of phenotypic scores 
with EA scores confirmed the robustness of Evolutionary Action in predicting the effect of 






Association between functional MT2 defects and T2D risk 
Based on the different signaling signatures observed for the MT2 variants, they clustered into 
nine groups. For each of these nine groups, the association between T2D risk and the 
aggregation of the variants was assessed by the kernel-based adaptive cluster method (47) 
as previously described (12) (Table 1). By applying Bonferroni correction, we considered P 
< 0.0056 to be statistically significant and we considered P values between 0.05 and 0.0056 
to be a trend of association. We found that rare variants with defects in MLT-induced 
activation of Gαi1 or Gαz or in spontaneous β-arrestin2 recruitment were the most strongly 
and statistically significantly associated with increased T2D risk. For example, rare variants 
with defects in MLT-induced activation of Gαi1 had an odds ratio of 3.25 with a 95% 
confidence interval of 1.73-6.10 and a P value of 2.4×10-4 (Table 1). In contrast, all of the 
other groups characterized by different signaling defects showed only a trend of association 
with T2D. The absence of an association of defective MLT-induced β-arrestin2 recruitment 
with T2D is consistent with the observation that the frequent p.K243R variant (rs61747139), 
which exhibits defective MLT-induced β-arrestin2 recruitment, is not associated with T2D 
(12, 48). Furthermore, the “neutral” rare variants were not found to be associated with T2D 
risk (Table 1). This is consistent with lack of risk association between T2D and the common 
p.G24E variant (rs8192552) (12, 48), which is also “neutral.” 
Discussion 
Our extensive functional genomics study on 40 rare or very rare MT2 variants identified an 
overall loss-of-function phenotype for many parameters and pathways measured. The 
observed disconnection of spontaneous vs. MLT-induced activity as well as G protein– vs. 
β-arrestin–dependent signaling of these variants enabled us to dissect the respective 
contributions of each of these parameters and to reveal the strongest associations to increased 
 
 119 
T2D risk with defective MLT-induced Gαi1 and Gαz activation and defective spontaneous β-
arrestin2 recruitment. 
 
Connecting rare GPCR variants with common diseases: a general framework 
The present study provides a framework to correlate alterations in specific signaling 
parameters with the risk to develop a common disease. Our study is distinct because the 
functional basis or relevance of most genetic risk factors remains either unknown or is 
restricted to a simple loss- and gain-of-function phenotype classification. It is now well-
established that the intracellular signaling of GPCRs is highly interconnected, involving 
multiple signaling pathways. Defining the full functional profile or “signaling signature” of 
a GPCR and its variants is important to understand the functional defect linked to disease-
associated receptor variants. Whereas the number of such GPCR variants has been largely 
underestimated because of their low frequency, systematic whole-genome sequencing 
projects revealed a large inter-individual diversity when considering large populations, a 
relevant scenario in the case of common diseases like T2D. 
 
For genes coding for non-odorant GPCRs in humans, an average of 32 non-synonymous 
variants have been estimated to exist for each GPCR in a sample of 10,000 individuals (49, 
50). This estimation provides a first measure of the number of rare GPCR variants in the 
human population and gives an idea of the future challenges in terms of their functional 
characterization to understand their effect on diseases. In terms of the number of variants, 
the 40 variants identified in the MTNR1B gene in a cohort of ~10,000 individuals (12) seem 
to fit with this assumption. As demonstrated by our study, such a number of variants can be 
sufficient to identify receptor defects at the level of individual signaling pathways. 
Application of the operational model of Kenakin and Christopoulos (34, 45), originally 
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designed to compare the relative signaling efficiency of different ligands, was very 
instructive in defining an integrative measure for signaling defects that went beyond the 
determination of the isolated signaling parameters. This is exemplified by the p.R154H 
variant for which defects in Gi1 activation only became visible at the level of the 
Δlog(τ/KA) transduction ratio because it integrates both potencies and maximal efficacies. 
Indeed, a decrease in the maximal agonist-mediated efficacy and a rightward logEC50 shift 
were observed for this variant but were not statistically significant. However, when both 
maximal efficacy and potency were integrated, the global response depicted by Δlog(τ/KA) 
value was statistically significantly reduced compared to that of the WT receptor. A good 
correlation was seen between the EA score of MT2 variants and the corresponding 
experimentally determined phenotypic scores, which indicates the usefulness of the EA 
score to predict the functional effect of a specific GPCR variant. The EA score might 
therefore be applied to obtain a first classification of GPCR variants before entering into 
large-scale functional studies. Together, our data provide an operational template for the 
evaluation of the functional effect of GPCR variants on common traits and diseases. 
 
Specific pathway parameters of MT2 variants associate with T2D risk 
Given that GPCRs, such as MT2, can signal through various cascades and that different 
variants have the potential to modulate one or more signaling parameters, a complete 
functional characterization is required to understand the full effect of receptor variants on 
disease risk. Here, we determined both spontaneous and MLT-induced MT2 activity for five 
signaling events (Gαi1 and Gαz activation, inhibition of cAMP production, β-arrestin2 
recruitment, and ERK1/2 activation). Ten of the 38 rare receptor variants had a phenotype 
that was indistinguishable from that of the WT receptor and were therefore classified as 
“neutral” variants. The 28 other variants showed functional defects compared to the WT 
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receptor. Only the variant p.A359E showed a robust gain-of-function phenotype with 246, 
145, and 130% increases in the Emax values of ERK activation, Gαi1 activation, and β-
arrestin2 recruitment, respectively. It would be interesting in a follow-up study to determine 
the effect of this increased MT2 function on an individual’s metabolism. Together, our data 
show that loss-of-function MT2 variants at different functional levels is associated with 
increased T2D risk. Detailed genetic association analysis detected three parameters that 
stand out in terms of the statistical significance of association with T2D risk: MLT-induced 
activation of Gαi1 (19 variants) and Gαz (22 variants) and spontaneous β-arrestin2 
recruitment (15 variants). The independence of signaling events associated with G protein 
activation and β-arrestin2 recruitment was further highlighted by the poor correlation 
between them for the 40 MT2 variants. The importance of Gαi1 activation underlines the 
general importance of this well-characterized pathway for MT2. The activation of Gαz by 
MT2 has not been reported previously but the importance of impaired Gαz coupling for the 
association with T2D risk is of interest because the tissue distribution and GPCR coupling 
profile of Gαz is more restricted than that of Gαi1. Indeed, Gαz is mainly expressed in 
different brain regions and in retinal ganglion cells (51, 52), all regions for which MLT 
receptor expression has been reported (53, 54). In addition, the intrinsic GTPase activity of 
Gαz is very slow, with a hydrolysis rate that is 200-fold slower than that determined for any 
other Gα protein (55). These results introduce Gαz as a previously uncharacterized player in 
MT2 signaling with a potential effect on T2D risk. 
 
Although the recruitment of β-arrestin2 to MT2 in transfected cells has been reported (56, 
57), the physiological importance of this phenomenon and its robustness in a cellular context 
expressing endogenous MT2 receptors remain unclear. MT2 has indeed a poor capacity for 
MLT-induced β-arrestin recruitment, an observation that was confirmed here. Part of this 
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difficulty to reveal ligand-induced β-arrestin2 recruitment might be explained by the high 
degree of spontaneous β-arrestin2 recruitment observed here. This spontaneous activity was 
completely lost for several variants, including the four loss-of-MLT binding mutants, which 
suggests that the measured spontaneous activity is receptor-dependent. β-arrestins are 
important regulators of GPCR function and scaffolding platforms for many signaling 
complexes (38) but the role of β-arrestin recruitment in MT2 function in peripheral and 
central tissues is currently unknown. Our results indicating an association between the 
spontaneous recruitment of β-arrestin2 to the receptor and T2D risk point to a possible 
important role of β-arrestin2 recruitment to MT2. 
 
Another unexpected and potentially relevant outcome of our study is the association of 
spontaneous MT2 activity, namely β-arrestin 2 recruitment, with T2D risk. The notion that 
spontaneous and ligand-induced receptor activation of the 40 variants should be considered 
as independent signaling properties is supported by the poor correlation of these two 
parameters for three signaling pathways (Gαi1 activation, Gαz activation, and β-arrestin2 
recruitment), which enabled us to determine the effects of both parameters independently on 
disease risk. Spontaneous MLT receptor activity was previously described for G proteins in 
transfected cells and tissues (58-60). Our study shows that MT2 also spontaneously recruits 
β-arrestin. The importance of constitutive GPCR activity in disease has been discussed in 
the mesolimbic dopamine system for cannabinoid 1, 5-HT2C, and -opioid receptors (61). 
Spontaneous activity as a risk factor for T2D is particularly interesting in the case of MT2, 
given that its cognate ligand, MLT, is only produced during the night and absent during the 
daytime because of a direct inhibitory effect of light on MLT synthesis (62). This opens the 
interesting possibility that MT2 function might not only be physiologically relevant during 
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the night but also during the day, at a time when the regulation of plasma insulin 
concentrations is most important in humans. 
 
Whereas the link between the MTNR1B gene and T2D risk has been firmly established in 
humans (8), the molecular mechanism and relevant melatonin target tissues in humans 
remain largely unknown. Studies on rodent pancreatic -cells indicate that these cells are 
relevant MLT targets in which MT1 or MT2 activation inhibits insulin secretion through the 
Gi/cAMP pathway (63). However, studies conducted with human pancreatic -cells did not 
have clear conclusions and several studies using single-cell transcriptome profiling and RNA 
sequencing detected MTNR1B transcripts only in a minor fraction (5%) of human islet cells 
and at extremely low concentrations (27) (64), questioning the physiological relevance and 
effect of MTNR1B expression in the human pancreas. Functional studies on the common 
SNP rs10830963, located in the intron of MTNR1B, showed a two-fold increase in MTNR1B 
mRNA abundance in human pancreatic islets of GG T2D risk allele carriers (9). However, 
the functional importance of this observation remains unclear because increased amounts of 
mRNA transcripts do not necessarily result in increased numbers of receptors. Furthermore, 
even if an increase in receptor number occurs, this does not necessarily result in an increased 
signaling capacity because of the presence of spare receptors or chronic receptor 
desensitization. 
 
Taken together with the currently available data, the initially proposed inhibitory action of 
MT2 in human -cells warrants revision and may be too simplistic. Other potential 
physiological outputs and MLT target tissues should be considered. Among those are the 
well-documented effect of MLT on the circadian rhythm of the hypothalamic master clock 
and the effects on insulin target tissues, such as the adipose tissue (17). Without having 
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clarified this important point, validation of our results obtained in the HEK 293 model 
system into a physiologically relevant context remains challenging. Our results provide hints 
about the most relevant signaling pathways potentially involved, which are the activation of 
Gαi1 and Gαz and the recruitment of β-arrestin2. These results will direct future research for 
the relevant physiological outputs of MLT action. The finding that spontaneous receptor 
activity also contributes to T2D will be important in guiding future studies in humans by 
also considering the effects of MT2 during the daytime, when MLT is not produced. 
 
In terms of therapeutic perspectives, both medical intervention and life style 
recommendations can be envisioned. The predominant defects observed in MT2 variants are 
decreased Emax values, suggesting that improving the residual responsiveness in these 
patients is a possible therapeutic strategy. Because most of the loss-of-function mutants were 
defective for G protein activation and β-arrestin2 recruitment, an optimal treatment should 
aim to improve both components. In terms of life-style recommendations, future studies will 
have to establish whether carriers of MT2 variants suffer from MLT-specific dysfunctions, 
such as sleep problems or circadian misalignment of sleep-wake cycles with feeding 
rhythms. If this is the case, carriers of MT2 variants could benefit from specific life-style 
recommendations to decrease their T2D risk. Because carriers of MT2 variants are rare or 
very rare, such interventions should be seen in the context of personalized medicine. Based 
on the signaling signatures established in our study, patient groups might be identified that 
would benefit from a similar treatment. Similar examples of other GPCRs are melanocortin 
MC4 receptor mutants, which are associated with severe early-onset obesity for which 
defective cell-surface expression can be rescued with pharmacological chaperones (65), and 
gain-of-function mutants of the chemokine receptor CXCR4 identified in patients with the 
 
 125 
WHIM syndrome for which the CXCR4 antagonist AMD3100 is currently in clinical trials 
(66). 
Our study further highlights an often-neglected issue, which is the time of blood sampling 
or functional examination of patients to obtain meaningful results when trying to understand 
the biology of the MLT system. Indeed, apart from the circadian secretion profile of MLT, 
the constitutive MT2 activity and its potential importance during the day time, when MLT 
concentrations are low, should also be taken into account in this respect. Finally, the set of 
40 natural MT2 variants will constitute a rich source for future structure-function studies of 
biased receptor signaling. 
Conclusion 
We provide here a comprehensive framework for the functional characterization of GPCR 
variants that can serve as a template for future studies on further GPCRs. Our results on rare 
MT2 variants demonstrate the association of the loss-of-function phenotype with T2D risk, 
which served as a basis for the dissection of the specific signaling events most statistically 
significantly associated with the disease. The two main signaling modules of GPCRs, 
mediated by G proteins and β-arrestins, both seem to contribute to disease risk. Our finding 
of the association of T2D risk with spontaneous MT2 activity should provide insights with 
respect to circadian timing, an important aspect of MLT research. The information on 
disease-associated signaling pathways will be valuable for future studies in defining the still 
unknown functionally relevant outputs linking MT2 to T2D risk. This information will guide 





Materials and methods 
Plasmids and reagents 
The 6mycMT2/pcDNA5/FRT plasmids encoding WT MTNR1B and the 40 MTNR1B 
variants were previously described (12). The 3mycMT2/ARMS2/PL plasmids encoding WT 
MTNR1B and its variants were generated by subcloning the coding regions of MTNR1B from 
the 6mycMT2/pcDNA5/FRT plasmids into the pCMV-ProLink expression vector, pCMV-
ARMS2-PK2 (DiscoverX). The resulting plasmid encoded in the C terrminus the ProLink 
(PL), a small enzyme donor fragment of β-galactosidase (β-gal) complementary peptide, 
fused to the target receptor. All constructs were verified by Sanger sequencing (Institut 
Cochin Sequencing Facility). MLT was obtained from Tocris Biosciences. 
Cell culture and transfection 
Human embryonic kidney 293T (HEK 293T) cells were cultured in DMEM (Dulbecco's 
Modified Eagle's medium) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 
penicillin/streptomycin. HEK 293 cells stably expressing a β-arrestin2–β-gal-Enzyme 
Acceptor (EA) fusion protein (DiscoverX) were maintained in the same culture conditions, 
but with the addition of hygromycin B to maintain expression of the transgene. All cells were 
transfected with PEI (Polysciences, Inc.) or Xtremegene 9 (Roche Diagnostics) according to 
the manufacturer’s instructions. 
Analysis of cell surface receptor expression 
ELISAs were performed as previously described (67) using the mouse anti-myc antibody 
and a horseradish peroxidase (HRP)-conjugated mouse immunoglobulin G (IgG) whole 
sheep secondary antibody (Sigma). 
BRET assay 
Gαi1 activation was assessed by measuring BRET between RlucII-Gαi1 and GFP10-Gγ2 
upon treatment of HEK 293 cells cotransfected to express Gβ1, receptor, and BRET sensors 
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with MLT (68). This BRET pair was also used for the screening of Gα proteins activated by 
MT2, except for RlucII-Gαs, RlucII-Gαz, RlucII-Gαq, and RlucII-Gα12/13. For these 
RlucII-tagged sensors, GFP10-Gγ1 was used given that optimal responsive window is 
generally obtained using these BRET sensor pairs for these Gα proteins (fig. S1A). For this 
Gα protein screening, vasopressin receptor type 2 was used as a positive control for Gαs 
activation, whereas muscarinic type 2, angiotensin type 1, and TPα receptors were used as 
positive controls for Gαi/o, Gαq, and Gα12/13, respectively. For Gαz activation, the MLT-
induced increase in BRET between RlucII-Gγ5 and GRK2-GFP10 was monitored in the 
presence of Gαz, Gβ1, and the receptor. The same BRET pair was also used for the screening 
of Gα proteins activated by MT2 (fig. S1B). Transfected cells were plated in poly-D-lysine-
pretreated, 96-well white microplates (100 l/well; Greiner). Forty-eight hours after 
transfection, the cells were washed with DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) and 
then Tyrode's buffer was added. After the addition of agonist, the cells were incubated for 
10 min at 37°C and coelenterazine 400a (2.5 M; NanoLight Technology) was added 5 min 
before BRET reading in a Synergy Neo microplate reader (BioTek) (acceptor filter: 515 ± 
30 nm; donor filter: 410 ± 80 nm). Net BRET represents the BRET signal subtracted by the 
BRET monitored in the absence of a GFP10-tagged sensor. ΔBRET refers to the difference 
in net BRET recorded from cells treated with agonist and cells treated with vehicle. For the 
agonist dose-response curves, the percentage of the response of the WT receptor was 
calculated from the ΔBRET value obtained from a given variant divided by the ΔBRET 
obtained from the WT receptor in the same experiment. Spontaneous Gαi1 or Gαz activation 
was calculated from the variant ΔBRET value divided by the ΔBRET obtained from the WT 
receptor in the same experiment, where ΔBRET here represents the difference in basal net 
BRET (vehicle only) in cells expressing biosensors and the receptor and the basal net BRET 




Homogeneous time-resolved fluorescence (HTRF)-based cAMP assay 
The intracellular concentrations of cAMP were determined in cells transiently expressing 
MT2 or one of the 40 MT2 variants in the presence of 2 μM FSK and after 30 min of 
stimulation with MLT at room temperature by HTRF using the “cAMP femto2” kit (Cisbio) 
according to the manufacturer's instructions. 
Analysis of β-arrestin2 recruitment 
The PathHunter assay (DiscoverX) was used to measure interactions between MT2 and β-
arrestin2 as previously described (43). HEK 293 cells stably expressing a fusion protein of 
β-arrestin2 with a larger fragment of β-gal, called enzyme acceptor (EA) were transiently 
transfected with the 3mycMT2/PL plasmids. Two days after transfection, the medium was 
replaced with AssayComplete cell plating 4 reagent (DiscoverX) containing MLT and the 
cells were incubated for 2 hours at 37°C. Activation of the MT2/PL stimulates the binding 
of β-arrestin2-EA fusion protein to the PL-tagged MT2 and forces complementation of the 
two β-gal enzyme fragments, resulting in the formation of an active β-gal enzyme. This 
interaction leads to an increase in enzyme activity that can be measured with 
chemiluminescent PathHunter Detection Reagents (DiscoverX; 
https://www.discoverx.com/arrestin) and represents β-arrestin2 recruitment to the receptor. 
Luminescence signal was determined after 60 min of incubation at room temperature. 
Measurement of pERK1/2 abundance 
Intracellular pERK1/2 was measured using the Surefire pERK kit (Thr202/Tyr204; Perkin 
Elmer) in HEK 293T cells transiently expressing the MTNR1B or the MTNR1B variants, as 
previously described (69). Given that the peak of pERK phosphorylation was previously 
observed for MT2 at 5 min after MLT stimulation (12), this time point was chosen to test the 
ability of MT2 variants  to activate ERK in MLT dose-response curves. 
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Evolutionary action analysis 
The predicted effect of each variant within the MT2 receptor was calculated as previously 
described (36) using the amino acid sequence deduced from the MTNR1B gene for the query. 
Statistical analysis 
LogEC50, logIC50, and agonist-induced Emax values were determined by nonlinear regression 
with a variable Hill slope using GraphPad Prism software (version 6.0). For each assay, the 
agonist-induced Emax value for every MT2 variant was normalized as a percentage of the 
maximal MLT-stimulated response of the WT receptor (set at 100) monitored in parallel 
with the receptor variant. The dose-response curves were fitted to an operational model of 
agonism designed by Kenakin and Christopoulos (34),(45) to obtain log(τ/KA) values for the 
WT receptor and its variants. Normally, an agonist is set as a reference agonist, against which 
within-pathway comparisons for the same receptor to other agonists can be made and 
expressed as Δlog(τ/KA). In this study, within-pathway comparisons were made between 
MT2 variants and the WT receptor. For each variant, the basal activation of Gαi1, activation 
of Gαz, and recruitment of β-arrestin2 activation was expressed as a percentage of that of the 
WT receptor. Normalized difference was calculated on values corresponding to the 
constitutive activation, agonist-induced Emax and Δlog(τ/KA) to fit a -1 to +1 scale using the 
following formula: (variant – WT)/ (variant + WT). In the case of Δlog(τ/KA), before 
normalization, the anti-logs were first calculated and then were fitted to the aforementioned 
formula. Positive and negative values represent mutations with better or worst responses, 
respectively, than that of the WT receptor. Subsequently, logIC50, logEC50, agonist-induced 
Emax, and Δlog(τ/KA) values were expressed as means ± SEM of the indicated number of 
experiments (n). Statistical analysis for logIC50, logEC50, and agonist-induced Emax was 
performed by comparing independent fits with a global fit that shared the selected parameter, 
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whereas a one-sample t test was used to examine the mean differences between WT MT2 
and its variants for the values corresponding to the basal activation and Δlog(τ/KA) ratios. 
T2D case-control association study 
As previously described (12), rare MTNR1B variants (with a frequency <1%) were analyzed 
in aggregation according to their functional effect. In a T2D case-control study including 
2,186 individuals with T2D and 4,804 controls with normal fasting glucose concentrations, 
we assessed the effect of these aggregated variants on T2D risk through the kernel-based 
adaptive cluster method (47) embedded in a logistic regression model adjusted for age, 
gender, and body mass index. Following the Bonferroni correction, a P value < 0.0056 (= 
0.05÷9; where 9 was the number of independent tests performed in the present study) was 
considered to be statistically significant, whereas a P value between 0.05 and 0.0056 was 
considered nominal. These statistical analyses were performed through R. All samples were 
collected with appropriate informed consent with their use in the present study. All cohort 
studies followed ethical principles defined in the Helsinki declaration, and they were 
approved by local ethical committees from Lille (France), Paris (France), Poitiers (France) 
and Cambridge (UK). 
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Fig. 1. Functional profiling of MT2 variants for spontaneous receptor activity.  
(A) Spontaneous Gαi1 activity of WT MT2 and the indicated MT2 variants as measured by 
BRET. (B) Spontaneous Gαz activity of WT MT2 and the indicated MT2 variants as 
measured by BRET. (C) Spontaneous recruitment of β-arrestin2 (β-arr2) to WT MT2 and the 
indicated MT2 variants as measured by the pathHunter β-arrestin2 assay. Data are shown as 
a percentage of the activity of WT MT2 (indicated by the dotted line) and are means ± SEM 
of at least three experiments. One-sample t-test was performed to assess statistically 
significant differences between the WT receptor and the MT2 variants. *P < 0.05; **P < 
0.01; ***P < 0.0001. See also tables S1 to S5 for complete data sets for the spontaneous 
activity of MT2 variants. 
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Fig. 2. MLT concentration-response curves for the MT2-mediated signaling of 
variants representing each signaling profile.  
(A to G) Analysis of the signaling profiles of MT2 variants. The MT2 variant tested is listed 
on the left. Each of the five categories of signaling profile is listed above the row of graphs 
for each variant receptor. The effect of each variant on signaling is listed for each panel. 
Solid lines with filled circles correspond to the variant MT2 and dotted lines with open circles 
correspond to the WT MT2, which was monitored in parallel with the variant receptors in 
each experiment. Data were plotted using non-linear regression with a variable Hill slope. 
Data are means ± SEM of at least three experiments. See also fig. S4 and tables S1 to S5 for 
complete data sets for the agonist-mediated signaling activity of MT2 variants. 
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Fig. 3. Relationships between spontaneous and MLT-induced MT2 variant 
activation, between G protein– and β-arrestin2–dependent events, and between 
different G protein signaling events.  
(A) Correlation plots between the spontaneous and MLT-induced effects (Emax) of each 
variant MT2 for Gαi1 activation (left), Gαz activation (middle), and β-arrestin2 recruitment 
(right). (B) Correlation plots between the Emax values of MLT-induced Gαi1 activation, Gαz 
activation, and cAMP inhibition with β-arrestin2 recruitment for each variant MT2. (C) 
Correlation plots between the Emax values of MLT-induced Gαi1activation and Gαz activation 
(left), Gαi1 activation and cAMP inhibition (middle), and Gαz activation and cAMP 
inhibition of each variant MT2. Spontaneous activities and Emax values represent means ± 
SEM of at least three experiments and were normalized to those of the WT MT2. Data were 
fitted by linear regression analysis and R2 values were obtained for the overall correlation. 
All R values are statistically significant with P values less than 0.0001. See also fig. S6 for 
correlations between spontaneous and agonist-promoted activity for G proteins and -
arrestin signaling parameters. 
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Fig. 3. Relationships between spontaneous and MLT-induced MT2 variant activation, between G protein– and -arrestin2–dependent events, and between 
different G protein sign ling events. (A) Correlation plots between the spontaneous and MLT-in uced effects (Emax) of each variant MT2 for Gi1 activation (left), Gz 
activation (middle), and -arrestin2 recruitment (right). (B) Correlation plots between the Emax values of MLT-induced Gi1 activation, Gz activation, and cAMP inhibition 
with -arrestin2 recruitment for each variant MT2. (C) Correlation plots between the Emax values of MLT-induced Gi1activation and Gz activation (left), Gi1 activation and 
cAMP inhibition (middle), and Gz activation and cAMP inhibition of each variant MT2. Spontaneous activities and Emax values represent means ± SEM of at least three 
experiments and were normalized to those of the WT MT2. Data were fitted by linear regression analysis, and R
2 values were obtained for the overall correlation. All 














































Fig. 4. Graphical representation of the signaling signatures of MT2 variants.  
Radial graphs representing spontaneous and MLT-induced activation of Gαi1 and Gαz, 
inhibition of cAMP production, recruitment of β-arrestin2, and activation of ERK by WT 
MT2 and the 40 indicated MT2 variants. The activity of WT MT2 was set as zero. Values of 
variants with enhanced properties ranged from 0 to +1 and those with impaired properties 
ranged from 0 to -1. The scale of all radial graphs ranged from -1 to +1. S, spontaneous; Em, 
agonist-mediated efficacy; Δ, Δlog(τ/KA). See also tables S1 to S5 for complete data sets for 
spontaneous and agonist-mediated signaling activity of the MT2 variants. 
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Fig. 4. Graphical representation of the signaling signatures of MT2 variants. Radial graphs representing spontaneous and MLT-induced activation of Gi1 and Gz, 
inhibition of cAMP production, recruitment of -arrestin2, and activation of ERK by WT MT2 and the 40 indicated MT2 variants. The activity of WT MT2 was set as zero. 
Values of variants with enhanced properties ranged from 0 to +1, and those with impaired properties ranged from 0 to −1. The scale of all radial graphs ranged from −1 
to +1. S, spontaneous; Em, agonist-mediated efficacy; , log(/KA). See also tables S1 to S5 for complete data sets for spontaneous and agonist-mediated signaling activ- 













































Fig. 5. Evolutionary Action analysis of MT2 variants and correlation with signaling 
impairment.  
(A) An Evolutionary Action (EA) score was calculated for each indicated MT2 variant. EA 
ranges from 0 to 100 with a score of 0 predicted as benign and a score of 100 predicted as 
highly impactful or detrimental to protein function. Scores are colored based on EA [EA = 
0 (pink) to EA = 100 (blue)]. (B) Functional defects of every MT2 variant were defined by 
phenotype score and correlated with the EA score. Data were fitted by linear regression 
analysis and R2 values obtained for the overall correlation. Correlation value was statistically 
significant, P < 0.0001. The A42P MT2 variant was excluded from the R
2 calculation because 
of the known detrimental effect of proline residues on general protein structure. See also 
tables S1 to S5 for complete data sets for spontaneous and agonist-mediated signaling 
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Fig. 5. Evolutionary action analysis of MT2 variants and correlation with sig- 
naling impairment. (A 
quired to understand the full effect of receptor variants on disease 
risk. Here, we determined both spontaneous and MLT-induced MT2 
activity for five signaling events (Gi1 and Gz activation, inhibition 
of cAMP production, -arrestin2 recruitment, and ERK1/2 activation). 
Ten of 38 rare receptor variants had a phenotype that was indistin- 
guishable from that of the WT receptor and were therefore classified 
as neutral variants. The 28 other variants showed functional defects 
compared to the WT receptor. Only the variant p.A359E showed a 
robust gain-of-function phenotype with 246, 145, and 130% increases 
in the Emax values of ERK activation, Gi1 activation, and -arrestin2 
recruitment, respectively. It would be interesting in a follow-up study 
to determine the effect of this increased MT2 function on an individ- 
ual’s metabolism. Together, our data show that loss-of-function MT2 
variants at different functional levels are associated with increased 
T2D risk. Detailed genetic association analysis detected three param- 
eters that stand out in terms of the statistical significance of associa- 
tion with T2D risk: MLT-induced activation of Gi1 (19 variants) and 
Gz (22 variants) and spontaneous -arrestin2 recruitment (15 vari- 
ants). The independence of signaling events associated with G protein 
activation and -arrestin2 recruitment was further highlighted by the 
poor correlation between them for the 40 MT2 variants. The impor- 
tance of Gi1 activation underlines the general importance of this 
well-characterized pathway for MT2. The activation of Gz by MT2 
has not been reported previously, but the importance of impaired Gz 
coupling for the association with T2D risk is of interest because the 
tissue distribution and GPCR coupling profile of Gz are more re- 
stricted than those of Gi1. Gz is mainly expressed in different brain 
regions and in retinal ganglion cells (51, 52), all regions for which 
) An evolutionary action score was calculated for each indi- 
cated MT2 variant. EA ranges from 0 to 100, with a score of 0 predicted as benign 
and a score of 100 predicted as highly impactful ordetrimental to protein function. 
Scores are colored on the basis of EA [EA = 0 (pink) to EA = 100 (blue)]. (B) Function- 
al defects of every MT2 variant were defined by phenotype score and correlated 
with the EA score. Data were fitted by linear regression analysis, and R2 values were 
obtained for the overall correlation. Correlation value was statistically significant, 
P < 0.0001. The A42P MT2 variant was excluded from the R
2 calculation because of 
the known detrimental effect of proline residues on general protein structure. See 
also tables S1 to S5 for complete data sets for spontaneous and agonist-mediated 
signaling activity of the MT2 variants. 
log(/KA) transduction ratio because it integrates both potencies 
and maximal efficacies. A decrease in the maximal agonist-mediated 
efficacy and a rightward logEC50 shift were observed for this variant 
but were not statistically significant. However, when both maximal 
efficacy and potency were integrated, the global response depicted 
by log(/KA) value was statistically significantly reduced compared 
to that of the WT receptor. A good correlation was seen between the 
EA score of MT2 variants and the corresponding experimentally de- 
termined phenotypic scores, which indicates the usefulness of the EA 
score to predict the functional effect of a specific GPCR variant. The 
EA score might therefore be applied to obtain a first classification of 
GPCR variants before entering into large-scale functional studies. To- 
gether, our data provide an operational template for the evaluation of 
the functional effect of GPCR variants on common traits and diseases. 
Specific pathway parameters of MT variants associated 
MLT receptor expression has been reported (53, 54). In addition, the in- 
trins c GTPase (guanosine triphosphatase) activity of Gz is very slow, 
with a hydrolysis rate that s 200-fold slower than that determined forany 
other G proteins (55). These results introduce Gz as a previously un- 
characterized player in MT2 signaling with a potential effect on T2D risk. 
Although the recruitment of -arrestin2 to MT2 in transfected 
cells has been reported (56, 57), the physiological importance of this 
phenomenon and its robustness in a cellular context expressing en- 
dogenous MT2 receptors remain unclear. MT2 has indeed a poor 
capacity for MLT-induced -arrestin recruitment, an observation that 
was confirmed here. Part of this difficulty to reveal ligand-induced 
-arrestin2 recruitment might be explained by the high degree of 
spontaneous -arrestin2 recruitment observed here. This spontaneous 
activity was completely lost for several variants, including the four 
loss-of-MLT binding mutants, which suggests that the measured spon- 
taneous activity is receptor-dependent. -Arrestins are important reg- 
ulators of GPCR function and scaffolding platforms for many signaling 
complexes (38), but the role of -arrestin recruitment in MT2 func- 
tion in peripheral and central tissues is currently unknown. Our re- 
sults indicating an association between the spontaneous recruitment of 
-arrestin2 to the receptor and T2D risk point to a possible import- ant 
role of -arrestin2 recruitment to MT2. 
Another unexpected and potentially relevant outcome of our study 
is the association of spontaneous MT2 activity, namely, -arrestin2 re- 
cruitment, with T2D risk. The notion that spontaneous and ligand- 
induced receptor activation of the 40 variants should be considered as 
2 
with T2D risk 
Given that GPCRs, such as MT2, can signal through various cascades 
and that different variants have the potential to modulate one or more 













































Table 1. Association of specific functional defects of rare MT2 variants with T2D risk. 
Only rare MT2 variants (with a frequency < 1%) were included. By applying Bonferroni 
correction, a statistically significant P value was < 0.0056. A P value between 0.05 and 
0.0056 was considered a trend of association (a nominal association). Nine independent 
association tests were performed, based on a T2D case-control study including 2,186 
















Consequences on MT2 
Function 








Defects in  
Gαi1 activation 
Spontaneous  
A25T, A42P, L60R, P95L, M120I/V, 
S123R, V124I, R138C/H/L, Y141F, 






A42P, L60R, A74T, P95L, S123R, V124I, 
R138C/H/L, Y141F, R154H, T201M, 






Defects in  
Gαz activation 
Spontaneous 
A42P, L60R, P95L, M120V, S123R, 
R138C/H/L, T201M, R222H, I223T, 






A42P, L60R, A74T, P95L, G109A, 
M120I/V, S123R, V124I, R138C/H/L, 
Y141F, T201M, R222H, I223T, D246N, 









A42P, L60R, P95L, G109A, M120V, 
S123R, R138C/H/L, R222H, I223T, 









A42P, L60R, P95L, G109A, S123R, 
V124I, R138C/L, Y141F, R154H, R222H, 






A42P, L60R, A74T, P95L, G109A, M120V, 
S123R, V124I, R138C/H/L, L166I, T201M, 
R222H, I223T, R231H, E237K, S238G, 





Defects in ERK 
activation 
MLT-induced 
A42P, L60R, A74T, P95L, M120I, S123R, 
V124I, R138C/H/L, M146V, R154H, 







A8S, A13V, G21S, W22L, A25T, P36S, 










Fig. S1. Screening for G proteins and detection of pathways activated by WT-MT2.  
(A) Screening of G proteins activated by MT2 by monitoring the melatonin-induced BRET 
decrease between RlucII- Gα and GFP10-Gγ1 or GFP10-Gγ2 (GABY BRET biosensor). 
Vasopressin receptor type 2 was used as a positive control for Gαs activation, and muscarinic 
type 2, angiotensin type 1, and TPα receptors were used as positive controls for Gαi/o, Gαq, 
and Gα12/13, respectively. (B) Screening of G proteins activated by MT2 by monitoring the 
melatonin-induced BRET increase between RlucII-Gγ5 and GFP10-GRK2 in the absence or 
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presence of overexpressed Gα protein (GRK-based BRET biosensor). (C) Monitoring MT2-
mediated Gαi1 spontaneous activity with the RlucII-Gαi1/GFP10-Gγ2 BRET biosensor. (D) 
Monitoring MT2-mediated Gαz spontaneous activity with the RlucII-Gγ5/GFP10-GRK2 
BRET biosensor. The use of the RlucII-Gγ5/GFP10-GRK2 BRET biosensor resulted in a 
better dynamic window for detecting agonist-promoted activity compared to the RlucII-
Gαz/GFP10-Gγ1 BRET biosensor. (E) Monitoring MT2-mediated β-arrestin2 spontaneous 
recruitment both in the absence and presence of MLT in HEK 293 cells stably expressing β-
arrestin2-β-gal-EA and the empty plasmid pCMV-PL or MT2-PL with the PathHunter assay. 
(F) Monitoring MT2-mediated cAMP inhibition in the presence or absence of MT2. (G) 
Monitoring MT2-mediated ERK activation in the presence or absence of MT2. Data in all 











Fig. S2. Predicted topology and distribution of the 40 MT2 variants.  
The different variants are indicated in red. Assignment of residues was obtained by the 
GPCRdb database (www.gpcrdb.org). e1 to e3, extracellular loops 1 to 3; i1 to i3, 




Fig. S3. Detection of MT2 variants at the cell surface.  
All MT2 variants were expressed at the cell surface as determined by cell surface ELISA. 
The data were analyzed by one-sample t test compared to the WT-MT2 and are presented as 
the means ± SEM of five to ten independent experiments. No statistically significant 





































Fig. S4. MLT dose-response curves for Gαi1 and Gαz activation, β-arrestin2 
recruitment, cAMP inhibition, and ERK activation by MT2 variants.  
(A) MLT dose-response curves for the loss-of-MLT binding MT2 variants. (B) MLT dose-
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response curves for the MT2 variants with marked defects in all measured pathways. (C) 
MLT dose-response curves for the MT2 variants with defects in more than one signaling 
pathway. (D) MLT dose-response curves for the MT2 variants with specific defects in G 
protein activation. (E) MLT dose-response curves for the MT2 variants with specific defects 
in β- arrestin2 recruitment. (F) MLT dose-response curves for the MT2 variants without 
defects in any of the measured signaling pathways. Solid lines with filled circles correspond 
to the variant MT2 and dotted lines with open circles correspond to the WT-MT2 monitored 
in parallel with the variant receptors in each experiment. Data were plotted using nonlinear 
regression with a variable Hill slope. Data are means ± SEM of at least three experiments. 
 
 
Fig. S5. G protein–dependent but β-arrestin–independent MLT-mediated ERK 
phosphorylation by MT2.  
(A) Effect of pertussis toxin (PTX) on ERK1/2 phosphorylation kinetics induced by MLT. 
HEK 293T cells expressing MT2 were pretreated with or without PTX overnight before 
being treated with 100 nM MLT for the indicated times. A representative Western blot is 
shown. The immunoreactive bands for time 0 (basal) and 5 min after MLT addition (MLT) 
from three independent experiments were quantified, and the data are expressed as the mean 
± SEM of the fold-increase in the abundance of phosphorylated ERK1/2 compared to basal 
amounts. (B) Effect of siRNA-mediated silencing of β- arrestin1/2 or control siRNA on the 
kinetics of ERK1/2 phosphorylation induced by MLT. HEK 293T cells expressing MT2 were 
transfected with control (si-C) or β-arrestin1/2–specific (si-β) siRNA 72 hours before being 
treated with 100 nM MLT for the indicated times. A representative Western blot is shown. 
The immunoreactive bands from three independent experiments for time 0 (basal) and 5 min 
after MLT addition (MLT) were quantified by densitometry, and the data are expressed as 
the mean ± SEM of the fold-increase in the abundance of phosphorylated ERK1/2 compared 
to basal amounts. Right: Western blot shows knockdown of β-arrestin1/2. AKT was used as 
a loading control. A one- sample t test was performed to assess statistically significant 





Fig. S6. Correlations between the effects of the mutations on spontaneous and 
agonist-promoted activity for G proteins and β-arrestin signaling parameters 
performed pairwise.  
(A) Correlation between spontaneous β-arrestin2 recruitment and MLT-induced Gαi1 
activation (Emax) of each MT2 variant. (B) Correlation between spontaneous β-arrestin2 
recruitment and MLT-induced Gαz activation (Emax) of each MT2 variant. (C) Correlation 
between spontaneous Gαi1 and Gαz activity of each MT2 variant. (D) Correlation between 
spontaneous Gαi1 activity and β-arrestin2 recruitment of each MT2 variant. (E) Correlation 
between spontaneous Gαz activity and β-arrestin2 recruitment of each MT2 variant. 
Spontaneous activities and Emax values represent means ± SEM of at least three experiments 
normalized to WT-MT2. Data were fitted in GraphPad Prism by linear regression analysis 




Table S1. Summary of the functional profiling of Gαi1 activation by WT-MT2 and 
MT2 variants.  
Data are means ± SEM of four to ten independent experiments with repeats in quadruplicate. 
ND denotes that the experimental parameter could not be determined due to lack of a 
concentration- response curve. The data were analyzed by comparing independent fits with 
a global fit that shares the selected parameter (##) and by one-sample t test (#) compared to 
the WT. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.0001. 
Variant Spontaneous 
activity# 
Agonist mediated## Potency (LogEC50)## 
(Emax) 
Log(τ/KA) Δlog(τ/KA)# 
 (% WT) (% WT) WT Variant WT Variant  
A8S 108 ± 4 91 ± 6 -9.40 ± 0.12 -9.55 ± 0.14 9.40 ± 0.12 9.42 ± 0.13 0.03 ± 0.18 
A13V 93 ± 2 95 ± 7 -9.37 ± 0.08 -9.44 ± 0.16 9.38 ± 0.13 9.42 ± 0.13 0.04 ± 0.18 
G21S 106 ± 5 94 ± 5 -9.39 ± 0.09 -9.53 ± 0.11 9.39 ± 0.10 9.49 ± 0.10 0.09 ± 0.14 
W22L 123 ± 17 103 ± 8 -9.59 ± 0.08 -9.53 ± 0.16 9.56 ± 0.11 9.55 ± 0.12 -0.01 ± 0.16 
G24E 120 ± 6* 100 ± 8 -9.39 ± 0.09 -9.40 ± 0.17 9.39 ± 0.13 9.39 ± 0.12 0.00 ± 0.18 
A25T 89 ± 3* 96 ± 7 -9.39 ± 0.09 -9.44 ± 0.16 9.39 ± 0.12 9.40 ± 0.13 0.00 ± 0.18 
P36S 124 ± 6** 127 ± 6*** -9.46 ± 0.06 -9.55 ± 0.12 9.27 ± 0.11 9.56 ± 0.09 0.29 ± 0.09* 
A42P 33 ± 10*** 0*** -9.83 ± 0.08 ND 9.83 ± 0.08 ND ND 
A52T 114 ± 13 105 ± 8 -9.88 ± 0.07 -9.85 ± 0.20 9.86 ± 0.15 9.85 ± 0.14 -0.01 ± 0.21 
L60R 37 ± 16* 0*** -9.80 ± 0.10 ND 9.80 ± 0.10 ND ND 
A74T 86 ± 6 74 ± 6* -9.59 ± 0.11 -9.26 ± 0.18 9.60 ± 0.12 8.94 ± 0.18 -0.66 ± 0.22* 
P95L 39 ± 5*** 0*** -9.28 ± 0.14 ND 9.28 ± 0.14 ND ND 
G109A 106 ± 15 103 ± 6 -9.73 ± 0.11 -9.66 ± 0.12 9.71 ± 0.11 9.66 ± 0.11 -0.06 ± 0.15 
M120I 82 ± 6* 155 ± 12* -9.32 ± 0.15 -9.20 ± 0.18 8.97 ± 0.21 9.19 ± 0.15 0.22 ± 0.26 
M120V 44 ± 9** 121 ± 7* -9.35 ± 0.11 -9.16 ± 0.12 9.24 ± 0.13 9.17 ± 0.11 -0.07 ± 0.17 
S123R 23 ± 2*** 0*** -9.77 ± 0.15 ND 9.77 ± 0.15 ND ND 
V124I 74 ± 3** 83 ± 4** -9.67 ± 0.09 -9.35 ± 0.11* 9.67 ± 0.09 9.19 ± 0.11 -0.48 ± 0.14* 
R138C 46 ± 11** 0*** -9.57 ± 0.17 ND 9.57 ± 0.17 ND ND 
R138H 58 ± 6*** 0*** -9.63 ± 0.18 ND 9.63 ± 0.18 ND ND 
R138L 34 ± 10** 0*** -9.18 ± 0.29 ND 9.18 ± 0.29 ND ND 
Y141F 67 ± 7** 76 ± 6** -9.73 ± 0.08 -9.25 ± 0.14** 9.74 ± 0.10 9.08 ± 0.16 -0.66 ± 0.19* 
M146V 132 ± 16 98 ± 7 -9.47 ± 0.09 -9.68 ± 0.14 9.50 ± 0.12 9.63 ± 0.11 0.13 ± 0.16 
R154H 121 ± 18 92 ± 4 -9.82 ± 0.11 -9.58 ± 0.11 9.83 ± 0.10 9.44 ± 0.11 -0.38 ± 0.15* 
L166I 124 ± 16 122 ± 6* -9.55 ± 0.09 -9.45 ± 0.09 9.45 ± 0.10 9.45 ± 0.08 0.00 ± 0.13 
T201M 46 ± 5*** 160 ± 14* -9.51 ± 0.14 -8.64 ± 0.18* 9.21 ± 0.19 8.60 ± 0.16 -0.61 ± 0.25* 
R222H 65 ± 15 66 ± 8** -9.67 ± 0.11 -9.31 ± 0.25 9.68 ± 0.16 8.89 ± 0.26 -0.79 ± 0.30* 
I223T 59 ± 11* 39 ± 7* -9.72 ± 0.10 -9.55 ± 0.39 9.71 ± 0.13 8.77 ± 0.36 -0.95 ± 0.38* 
R231H 112 ± 17 116 ± 10 -9.66 ± 0.11 -9.51 ± 0.18 9.57 ± 0.16 9.49 ± 0.15 -0.08 ± 0.22 
A234T 107 ± 11 96 ± 10 -9.87 ± 0.13 -9.85 ± 0.25 9.84 ± 0.17 9.79 ± 0.18 -0.05 ± 0.25 
E237K 181 ± 21** 95 ± 6 -9.66 ± 0.10 -9.76 ± 0.15 9.65 ± 0.12 9.69 ± 0.12 0.04 ± 0.17 
S238G 148 ± 9* 113 ± 8 -9.56 ± 0.12 -9.41 ± 0.14 9.49 ± 0.13 9.39 ± 0.12 -0.10 ± 0.18 
K243R 128 ± 19 89 ± 8 -9.32 ± 0.17 -9.49 ± 0.19 9.36 ± 0.18 9.37 ± 0.19 0.01 ± 0.26 
D246N 97 ± 11 92 ± 6 -9.37 ± 0.14 -9.40 ± 0.13 9.36 ± 0.13 9.33 ± 0.13 -0.03 ± 0.18 
F250V 36 ± 19* 32 ± 6** -9.66 ± 0.10 -9.43 ± 0.34 9.65 ± 0.12 8.65 ± 0.37 -1.01 ± 0.38* 
Y308S 41 ± 13* 0*** -9.36 ± 0.23 ND 9.36 ± 0.23 ND ND 
R316H 16 ± 11** 28 ± 4* -9.52 ± 0.10 -9.09 ± 0.25 9.52 ± 0.09 8.43 ± 0.34 -1.09 ± 0.35* 
R330W 154 ± 22 96 ± 5 -9.72 ± 0.13 -9.25 ± 0.10* 9.74 ± 0.11 9.22 ± 0.11 -0.52 ± 0.15* 
A342V 142 ± 17 112 ± 4 -9.73 ± 0.11 -9.37 ± 0.08* 9.68 ± 0.09 9.33 ± 0.09 -0.34 ± 0.13* 
I353T 88 ± 12 101 ± 13 -9.46 ± 0.11 -9.42 ± 0.30 9.44 ± 0.20 9.35 ± 0.20 -0.09 ± 0.29 





Table S2. Summary of the functional profiling of Gαz activation by WT-MT2 and 
MT2 variants.  
Data are means ± SEM of four to six independent experiments with repeats in triplicate. ND 
denotes that the experimental parameter could not be determined due to lack of a 
concentration-response curve. The data were analyzed by comparing independent fits with a 
global fit that shares the selected parameter (##) and by one-sample t test (#) compared to the 
WT. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.0001. 
Variant Spontaneous 
activity# 
Agonist mediated## Potency (LogEC50)## 
(Emax) 
Log(τ/KA) Δlog(τ/KA)# 
 (% WT) (% WT) WT Variant WT Variant  
A8S 134 ± 7* 100 ± 3 -9.33 ± 0.05 -9.42 ± 0.06 9.33 ± 0.06 9.43 ± 0.05 0.10 ± 0.08 
A13V 138 ± 10* 104 ± 4 -9.33 ± 0.05 -9.39 ± 0.07 9.36 ± 0.08 9.40 ± 0.05 0.04 ± 0.09 
G21S 120 ± 12 97 ± 2 -9.41 ± 0.04 -9.44 ± 0.03 9.41 ± 0.05 9.44 ± 0.04 0.03 ± 0.06 
W22L 84 ± 9 94 ± 4 -9.41 ± 0.04 -9.41 ± 0.07 9.40 ± 0.05 9.44 ± 0.06 0.05 ± 0.08 
G24E 150 ± 23 107 ± 4* -9.43 ± 0.04 -9.49 ± 0.06 9.44 ± 0.07 9.51 ± 0.05 0.07 ± 0.08 
A25T 131 ± 18 108 ± 5* -9.41 ± 0.04 -9.46 ± 0.08 9.38 ± 0.07 9.48 ± 0.06 0.09 ± 0.09 
P36S 122 ± 13 106 ± 4* -9.41 ± 0.04 -9.49 ± 0.06 9.41 ± 0.06 9.50 ± 0.05 0.09 ± 0.08 
A42P 2 ± 1*** 0*** -9.46 ± 0.04 ND 9.46 ± 0.04 ND ND 
A52T 138 ± 22 98 ± 3 -9.43 ± 0.04 -9.45 ± 0.05 9.41 ± 0.04 9.50 ± 0.06 0.09 ± 0.12 
L60R 5 ± 3*** 0*** -9.46 ± 0.04 ND 9.46 ± 0.04 ND ND 
A74T 79 ± 12 76 ± 3*** -9.41 ± 0.04 -9.30 ± 0.06 9.41 ± 0.04 9.35 ± 0.08 -0.06 ± 0.09 
P95L 1 ± 1*** 0*** -9.46 ± 0.04 ND 9.46 ± 0.04 ND ND 
G109A 77 ± 8 81 ± 3*** -9.46 ± 0.04 -9.54 ± 0.07 9.46 ± 0.04 9.58 ± 0.07 0.12 ± 0.08 
M120I 70 ± 12 122 ± 6*** -9.46 ± 0.04 -9.08 ± 0.08*** 9.45 ± 0.09 9.11 ± 0.06 -0.34 ± 0.11* 
M120V 39 ± 9** 88 ± 4 -9.47 ± 0.03 -9.14 ± 0.08*** 9.46 ± 0.05 9.18 ± 0.07 -0.29 ± 0.09* 
S123R 15 ± 5*** 0*** -9.46 ± 0.04 ND 9.46 ± 0.04 ND ND 
V124I 68 ± 19 80 ± 3*** -9.46 ± 0.03 -9.41 ± 0.07 9.46 ± 0.04 9.47 ± 0.07 0.01 ± 0.08 
R138C 6 ± 3*** 0*** -9.46 ± 0.04 ND 9.46 ± 0.04 ND ND 
R138H 7 ± 6*** 0*** -9.46 ± 0.04 ND 9.46 ± 0.04 ND ND 
R138L 13 ± 7*** 0*** -9.46 ± 0.04 ND 9.46 ± 0.04 ND ND 
Y141F 150 ± 19* 86 ± 3* -9.41 ± 0.04 -9.55 ± 0.06* 9.40 ± 0.04 9.59 ± 0.06 0.19 ± 0.07* 
M146V 151 ± 23 98 ± 4 -9.41 ± 0.04 -9.45 ± 0.07 9.39 ± 0.05 9.48 ± 0.07 0.10 ± 0.09 
R154H 151 ± 26 103 ± 4 -9.59 ± 0.04 -9.48 ± 0.07 9.58 ± 0.06 9.48 ± 0.06 -0.10 ± 0.08 
L166I 169 ± 22* 107 ± 5 -9.59 ± 0.04 -9.55 ± 0.09 9.58 ± 0.08 9.54 ± 0.07 -0.04 ± 0.11 
T201M 35 ± 19* 139 ± 4*** -9.59 ± 0.04 -9.04 ± 0.06*** 9.44 ± 0.07 9.05 ± 0.05 -0.39 ± 0.09* 
R222H 26 ± 9** 53 ± 0*** -9.61 ± 0.04 -9.16 ± 0.06*** 9.61 ± 0.35 9.00 ± 0.09 -0.61 ± 0.10** 
I223T 42 ± 7*** 49 ± 2*** -9.59 ± 0.04 -9.30 ± 0.07** 9.59 ± 0.04 9.02 ± 0.10 -0.57 ± 0.10** 
R231H 119 ± 24 114 ± 4** -9.59 ± 0.04 -9.55 ± 0.07 9.57 ± 0.07 9.55 ± 0.05 -0.02 ± 0.09 
A234T 89 ± 13 95 ± 3 -9.59 ± 0.04 -9.59 ± 0.05 9.60 ± 0.04 9.57 ± 0.05 -0.02 ± 0.07 
E237K 135 ± 29 94 ± 4 -9.60 ± 0.05 -9.57 ± 0.07 9.62 ± 0.06 9.55 ± 0.06 -0.06 ± 0.09 
S238G 185 ± 24* 107 ± 4 -9.59 ± 0.04 -9.59 ± 0.07 9.58 ± 0.06 9.59 ± 0.05 0.01 ± 0.08 
K243R 178 ± 27* 108 ± 3* -9.59 ± 0.04 -9.58 ± 0.05 9.57 ± 0.05 9.58 ± 0.04 0.01 ± 0.07 
D246N 131 ± 16 78 ± 2*** -9.61 ± 0.04 -9.66 ± 0.05 9.61 ± 0.04 9.62 ± 0.06 0.01 ± 0.07 
F250V 27 ± 12** 21 ± 2*** -9.59 ± 0.04 -9.14 ± 0.13** 9.59 ± 0.04 8.42 ± 0.20 -1.18 ± 0.20** 
Y308S 20 ± 7*** 0*** -9.49 ± 0.06 ND 9.49 ± 0.06 ND ND 
R316H 44 ± 7** 26 ± 3*** -9.59 ± 0.04 -9.14 ± 0.21* 9.59 ± 0.04 8.59 ± 0.20 -1.00 ± 0.20** 
R330W 166 ± 5*** 77 ± 5*** -9.59 ± 0.04 -9.57 ± 0.11 9.60 ± 0.07 9.47 ± 0.11 -0.13 ± 0.13 
A342V 200 ± 24* 80 ± 3*** -9.54 ± 0.03 -9.36 ± 0.07* 9.54 ± 0.04 9.29 ± 0.06 -0.25 ± 0.08* 
I353T 106 ± 10 101 ± 2 -9.53 ± 0.02 -9.55 ± 0.04 9.51 ± 0.03 9.57 ± 0.03 0.06 ± 0.05 





Table S3. Summary of the functional profiling of β-arrestin2 recruitment to WT-
MT2 and MT2 variants. 
 Data are means ± SEM of three or four independent experiments with repeats in triplicate. 
ND denotes that the experimental parameter could not be determined due to lack of a 
concentration- response curve. The data were analyzed by comparing independent fits with 
a global fit that shares the selected parameter (##) and by one-sample t test (#) compared to 
the WT. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.0001. 
Variant Spontaneous Agonist mediated## Potency (LogEC50)## 
activity#  (Emax) 
Log(τ/KA) Δlog(τ/KA)# 
 (% WT) (% WT) WT Variant WT Variant  
A8S 80 ± 3 107 ± 13 -9.54 ± 0.13 -9.46 ± 0.28 9.55 ± 0.23 9.46 ± 0.22 -0.09 ± 0.32 
A13V 106 ± 12 109 ± 17 -9.42 ± 0.32 -9.39 ± 0.36 9.53 ± 0.37 9.46 ± 0.27 -0.07 ± 0.46 
G21S 77 ± 9 110 ± 7 -9.51 ± 0.13 -9.66 ± 0.18 9.61 ± 0.19 9.67 ± 0.15 0.06 ± 0.24 
W22L 74 ± 13 92 ± 9 -9.38 ± 0.14 -9.35 ± 0.24 9.36 ± 0.16 9.45 ± 0.23 0.09 ± 0.28 
G24E 97 ± 12 95 ± 5 -9.30 ± 0.09 -9.40 ± 0.13 9.31 ± 0.10 9.49 ± 0.13 0.18 ± 0.17 
A25T 107 ± 6 108 ± 4 -9.20 ± 0.39 -9.30 ± 0.14 9.38 ± 0.16 9.28 ± 0.15 -0.10 ± 0.22 
P36S 112 ± 6 108 ± 12 -9.43 ± 0.18 -9.54 ± 0.24 9.41 ± 0.21 9.54 ± 0.19 0.14 ± 0.28 
A42P 10 ± 1*** 0*** -9.10 ± 0.14 ND 9.10 ± 0.09 ND ND 
A52T 91 ± 7 106 ± 5 -9.39 ± 0.09 -9.36 ± 0.10 9.43 ± 0.10 9.36 ± 0.08 -0.07 ± 0.13 
L60R 15 ± 1*** 0*** -9.10 ± 0.14 ND 9.10 ± 0.09 ND ND 
A74T 100 ± 4 54 ± 11** -9.37 ± 0.20 -9.41 ± 0.42 9.37 ± 0.23 9.36 ± 0.48 -0.01 ± 0.54 
P95L 16 ± 1*** 0*** -9.10 ± 0.14 ND 9.15 ± 0.10 ND ND 
G109A 71 ± 1*** 60 ± 5*** -9.31 ± 0.12 -9.20 ± 0.17 9.29 ± 0.12 9.35 ± 0.21 0.06 ± 0.24 
M120I 101 ± 11 107 ± 8 -9.38 ± 0.17 -9.42 ± 0.15 9.34 ± 0.15 9.43 ± 0.15 0.09 ± 0.21 
M120V 66 ± 12 86 ± 7* -9.48 ± 0.12 -9.51 ± 0.19 9.48 ± 0.14 9.39 ± 0.15 -0.09 ± 0.20 
S123R 45 ± 3** 19 ± 2* -9.53 ± 0.16 -9.58 ± 0.22 9.51 ± 0.11 8.98 ± 0.53 -0.54 ± 0.54 
V124I 65 ± 2** 40 ± 4*** -9.45 ± 0.13 -9.50 ± 0.25 9.44 ± 0.10 9.04 ± 0.30 -0.40 ± 0.32 
R138C 33 ± 2*** 41 ± 7** -9.43 ± 0.11 -9.17 ± 0.34 9.44 ± 0.11 8.90 ± 0.31 -0.54 ± 0.33 
R138H 92 ± 5 0*** -9.30 ± 0.14 ND 9.32 ± 0.17 ND ND 
R138L 32 ± 2*** 0*** -9.22 ± 0.12 ND 9.22 ± 0.08 ND ND 
Y141F 22 ± 2*** 135 ± 21 -9.40 ± 0.32 -9.29 ± 0.34 9.30 ± 0.41 9.29 ± 0.29 -0.01 ± 0.50 
M146V 97 ± 10 112 ± 6 -9.22 ± 0.19 -9.21 ± 0.09 9.22 ± 0.15 9.21 ± 0.12 -0.01 ± 0.19 
R154H 74 ± 1*** 83 ± 9 -9.18 ± 0.14 -9.21 ± 0.21 9.17 ± 0.14 9.22 ± 0.20 0.05 ± 0.24 
L166I 96 ± 12 81 ± 7* -9.37 ± 0.14 -9.28 ± 0.23 9.35 ± 0.14 9.44 ± 0.21 0.10 ± 0.25 
T201M 67 ± 13 70 ± 5* -9.53 ± 0.20 -9.24 ± 0.16 9.53 ± 0.15 9.07 ± 0.25 -0.46 ± 0.29 
R222H 44 ± 14* 15 ± 2** -9.39 ± 0.14 -9.18 ± 0.27 9.39 ± 0.10 8.46 ± 0.64 -0.93 ± 0.65 
I223T 31 ± 5** 20 ± 4* -9.46 ± 0.12 -9.52 ± 0.39 9.47 ± 0.09 9.17 ± 0.48 -0.29 ± 0.49 
R231H 106 ± 8 55 ± 7*** -9.51 ± 0.14 -9.45 ± 0.25 9.51 ± 0.14 9.37 ± 0.27 -0.14 ± 0.31 
A234T 89 ± 9 122 ± 13* -9.47 ± 0.19 -9.44 ± 0.22 9.40 ± 0.23 9.45 ± 0.18 0.05 ± 0.30 
E237K 94 ± 11 53 ± 7*** -9.50 ± 0.12 -9.46 ± 0.30 9.51 ± 0.14 9.14 ± 0.28 -0.37 ± 0.32 
S238G 105 ± 10 52 ± 8*** -9.59 ± 0.18 -9.57 ± 0.32 9.59 ± 0.18 9.29 ± 0.37 -0.31 ± 0.41 
K243R 105 ± 7 62 ± 7** -9.39 ± 0.17 -9.21 ± 0.24 9.39 ± 0.15 9.22 ± 0.28 -0.17 ± 0.32 
D246N 99 ± 6 0*** -9.36 ± 0.09 ND 9.35 ± 0.10 ND ND 
F250V 39 ± 4** 0*** -9.57 ± 0.23 ND 9.56 ± 0.18 ND ND 
Y308S 14 ± 2*** 0*** -9.10 ± 0.14 ND 9.10 ± 0.10 ND ND 
R316H 56 ± 20 0*** -9.43 ± 0.24 ND 9.43 ± 0.24 ND ND 
R330W 94 ± 11 116 ± 18 -9.43 ± 0.25 -9.31 ± 0.35 9.32 ± 0.30 9.31 ± 0.27 -0.01 ± 0.40 
A342V 81 ± 2** 70 ± 13** -9.30 ± 0.09 -9.53 ± 0.39 9.31 ± 0.19 9.41 ± 0.33 0.10 ± 0.38 
I353T 99 ± 5 116 ± 10 -9.22 ± 0.10 -9.36 ± 0.19 9.16 ± 0.15 9.36 ± 0.14 0.21 ± 0.20 





Table S4. Summary of the functional profiling of cAMP inhibition by WT-MT2 and 
MT2 variants.  
Data are means ± SEM of three to five independent experiments with repeats in triplicate. 
ND denotes that the experimental parameter could not be determined due to lack of a 
concentration- response curve. The data were analyzed by comparing independent fits with 
a global fit that shares the selected parameter (##) and by one-sample t test (#) compared to 
the WT. *P < 0.05, ***P < 0.0001. 
 
Variant Agonist mediated## Potency (LogEC50)## 
(Emax) 
Log(τ/KA) Δlog(τ/KA)# 
 (% WT) WT Variant WT Variant  
A8S 103 ± 20 -9.29 ± 0.20 -9.46 ± 0.45 9.31 ± 0.28 9.30 ± 0.27 -0.01 ± 0.39 
A13V 112 ± 27 -9.52 ± 0.16 -9.48 ± 0.51 9.41 ± 0.40 9.51 ± 0.32 0.10 ± 0.52 
G21S 106 ± 20 -9.41 ± 0.17 -9.39 ± 0.41 9.39 ± 0.28 9.41 ± 0.27 0.02 ± 0.39 
W22L 108 ± 22 -9.45 ± 0.42 -9.04 ± 0.45 9.15 ± 0.40 9.25 ± 0.37 0.10 ± 0.55 
G24E 114 ± 10 -9.03 ± 0.21 -9.09 ± 0.19 8.96 ± 0.19 9.06 ± 0.17 0.10 ± 0.25 
A25T 94 ± 17 -9.09 ± 0.17 -9.05 ± 0.43 9.06 ± 0.24 9.01 ± 0.27 -0.04 ± 0.36 
P36S 104 ± 16 -9.44 ± 0.32 -9.77 ± 0.33 9.46 ± 0.28 9.70 ± 0.28 0.24 ± 0.39 
A42P 0*** -9.53 ± 0.16 ND 9.50 ± 0.23 ND ND 
A52T 90 ± 10 -9.34 ± 0.13 -9.38 ± 0.29 9.34 ± 0.16 9.35 ± 0.20 0.01 ± 0.25 
L60R 0*** -9.77 ± 0.15 ND 9.79 ± 0.34 ND ND 
A74T 97 ± 8 -9.59 ± 0.15 -9.64 ± 0.21 9.62 ± 0.14 9.55 ± 0.20 -0.07 ± 0.25 
P95L 0*** -9.57 ± 0.27 ND 9.31 ± 0.35 ND ND 
G109A 70 ± 10* -9.41 ± 0.15 -9.43 ± 0.31 9.40 ± 0.16 9.42 ± 0.29 0.02 ± 0.33 
M120I 98 ± 11 -9.11 ± 0.15 -9.00 ± 0.15 9.15 ± 0.16 8.96 ± 0.15 -0.20 ± 0.27 
M120V 74 ± 9* -9.41 ± 0.18 -9.30 ± 0.26 9.40 ± 0.16 9.12 ± 0.25 -0.28 ± 0.30 
S123R 0*** -9.24 ± 0.12 ND 9.16 ± 0.17 ND ND 
V124I 90 ± 9 -9.31 ± 0.24 -8.91 ± 0.16 9.36 ± 0.20 8.79 ± 0.21 -0.57 ± 0.29 
R138C 0*** -9.16 ± 0.25 ND 9.12 ± 0.25 ND ND 
R138H 0*** -9.39 ± 0.26 ND 9.27 ± 0.31 ND ND 
R138L 0*** -9.39 ± 0.26 ND 9.19 ± 0.28 ND ND 
Y141F 94 ± 11 -9.26 ± 0.18 -9.45 ± 0.26 9.26 ± 0.19 9.35 ± 0.19 0.08 ± 0.27 
M146V 111 ± 14 -9.60 ± 0.19 -9.52 ± 0.26 9.60 ± 0.20 9.48 ± 0.21 -0.11 ± 0.29 
R154H 87 ± 11 -9.69 ± 0.27 -9.73 ± 0.26 9.73 ± 0.23 9.46 ± 0.23 -0.27 ± 0.33 
L166I 108 ± 18 -9.16 ± 0.29 -9.12 ± 0.35 9.02 ± 0.29 9.12 ± 0.29 0.10 ± 0.41 
T201M 93 ± 8 -9.26 ± 0.33 -9.36 ± 0.17 9.29 ± 0.22 9.27 ± 0.22 -0.02 ± 0.32 
R222H 64 ± 8* -9.68 ± 0.21 -9.18 ± 0.23 9.69 ± 0.19 9.07 ± 0.27 -0.62 ± 0.33 
I223T 86 ± 17 -9.47 ± 0.22 -8.46 ± 0.40* 9.38 ± 0.23 8.42 ± 0.26 -0.96 ± 0.35* 
R231H 103 ± 10 -9.42 ± 0.35 -9.35 ± 0.21 9.40 ± 0.23 9.35 ± 0.24 -0.05 ± 0.34 
A234T 92 ± 15 -9.12 ± 0.55 -9.18 ± 0.39 9.13 ± 0.42 9.10 ± 0.41 -0.03 ± 0.59 
E237K 141 ± 29 -9.62 ± 0.26 -9.42 ± 0.42 9.17 ± 0.30 9.35 ± 0.31 0.18 ± 0.43 
S238G 122 ± 15 -9.32 ± 0.10 -9.29 ± 0.26 9.23 ± 0.19 9.27 ± 0.17 0.04 ± 0.26 
K243R 103 ± 7 -9.27 ± 0.11 -9.42 ± 0.14 9.21 ± 0.11 9.46 ± 0.12 0.25 ± 0.16 
D246N 103 ± 13 -9.72 ± 0.17 -9.53 ± 0.28 9.64 ± 0.20 9.57 ± 0.22 -0.07 ± 0.30 
F250V 0*** -9.57 ± 0.21 ND 9.56 ± 0.35 ND ND 
Y308S 0*** -10.31 ± 0.25 ND 10.10 ± 0.38 ND ND 
R316H 46 ± 16* -9.92 ± 0.22 -8.89 ± 0.57* 10.07 ± 0.31 7.95 ± 0.70 -2.12 ± 0.76* 
R330W 108 ± 12 -9.63 ± 0.27 -9.03 ± 0.27 9.61 ± 0.25 8.96 ± 0.26 -0.65 ± 0.25* 
A342V 105 ± 17 -9.43 ± 0.29 -9.11 ± 0.32 9.14 ± 0.29 9.12 ± 0.29 -0.02 ± 0.41 
I353T 89 ± 14 -9.45 ± 0.16 -9.42 ± 0.35 9.43 ± 0.23 9.40 ± 0.24 -0.03 ± 0.33 




Variant Agonist mediated## Potency (LogEC50)## 
(Emax) 
Log(τ/KA) Δlog(τ/KA)# 
 (% WT) WT Variant WT Variant  
A8S 118 ± 18 -8.74 ± 0.23 -8.78 ± 0.31 8.83 ± 0.39 8.78 ± 0.24 -0.05 ± 0.46 
A13V 117 ± 18 -8.64 ± 0.26 -8.57 ± 0.38 8.66 ± 0.34 8.58 ± 0.31 -0.09 ± 0.46 
G21S 164 ± 27 -8.14 ± 0.21 -8.02 ± 0.37 7.73 ± 0.38 8.02 ± 0.26 0.29 ± 0.46 
W22L 149 ± 23 -8.20 ± 0.19 -7.99 ± 0.34 8.00 ± 0.30 7.95 ± 0.24 -0.05 ± 0.38 
G24E 124 ± 22 -8.27 ± 0.19 -8.30 ± 0.35 8.18 ± 0.35 8.32 ± 0.25 0.13 ± 0.43 
A25T 98 ± 17 -8.60 ± 0.22 -8.52 ± 0.41 8.52 ± 0.30 8.60 ± 0.30 0.13 ± 0.43 
P36S 98 ± 13 -8.42 ± 0.22 -8.42 ± 0.28 8.41 ± 0.23 8.42 ± 0.23 0.01 ± 0.32 
A42P 0*** -8.37 ± 0.30 ND 8.38 ± 0.26 ND ND 
A52T 110 ± 19 -8.76 ± 0.22 -8.59 ± 0.36 8.59 ± 0.27 8.60 ± 0.27 0.02 ± 0.38 
L60R 0*** -8.76 ± 0.22 ND 8.75 ± 0.18 ND ND 
A74T 79 ± 8** -8.75 ± 0.12 -8.63 ± 0.20 8.75 ± 0.13 8.50 ± 0.19 -0.25 ± 0.23 
P95L 0*** -8.75 ± 0.12 ND 8.79 ± 0.13 ND ND 
G109A 81 ± 10 -8.75 ± 0.13 -8.87 ± 0.26 8.74 ± 0.14 8.79 ± 0.20 0.05 ± 0.25 
M120I 80 ± 10* -8.75 ± 0.12 -8.77 ± 0.23 8.76 ± 0.15 8.72 ± 0.21 -0.04 ± 0.26 
M120V 110 ± 12 -8.85 ± 0.15 -8.72 ± 0.23 8.74 ± 0.23 8.78 ± 0.18 0.03 ± 0.29 
S123R 0*** -8.69 ± 0.22 ND 8.65 ± 0.18 ND ND 
V124I 48 ± 4*** -8.46 ± 0.16 -8.34 ± 0.19 8.45 ± 0.12 7.98 ± 0.29 -0.48 ± 0.32 
R138C 0*** -8.46 ± 0.16 ND 8.46 ± 0.26 ND ND 
R138H 0*** -8.24 ± 0.10 ND 8.28 ± 0.12 ND ND 
R138L 0*** -8.24 ± 0.10 ND 8.24 ± 0.13 ND ND 
Y141F 83 ± 13 -8.45 ± 0.11 -8.53 ± 0.34 8.46 ± 0.22 8.59 ± 0.28 0.13 ± 0.36 
M146V 55 ± 3*** -8.24 ± 0.09 -8.46 ± 0.14 8.24 ± 0.08 8.29 ± 0.18 0.05 ± 0.19 
R154H 72 ± 9* -8.69 ± 0.16 -8.67 ± 0.29 8.65 ± 0.17 8.66 ± 0.28 0.00 ± 0.33 
L166I 106 ± 13 -8.37 ± 0.19 -8.30 ± 0.26 8.28 ± 0.22 8.31 ± 0.20 0.03 ± 0.29 
T201M 50 ± 9* -8.67 ± 0.23 -8.19 ± 0.42* 8.67 ± 0.19 7.79 ± 0.45 -0.87 ± 0.49 
R222H 0*** -8.67 ± 0.23 ND 8.68 ± 0.20 ND ND 
I223T 0*** -8.93 ± 0.22 ND 8.93 ± 0.20 ND ND 
R231H 95 ± 19 -8.80 ± 0.19 -8.66 ± 0.39 8.72 ± 0.36 8.77 ± 0.25 0.05 ± 0.44 
A234T 80 ± 8 -8.83 ± 0.26 -8.80 ± 0.20 8.87 ± 0.22 8.74 ± 0.23 -0.13 ± 0.32 
E237K 103 ± 13 -8.67 ± 0.44 -8.51 ± 0.29 8.69 ± 0.36 8.51 ± 0.39 -0.18 ± 0.53 
S238G 98 ± 19 -8.75 ± 0.21 -8.60 ± 0.44 8.73 ± 0.27 8.62 ± 0.29 -0.11 ± 0.40 
K243R 100 ± 16 -8.75 ± 0.21 -8.78 ± 0.35 8.88 ± 0.28 8.90 ± 0.20 0.01 ± 0.35 
D246N 107 ± 16 -8.85 ± 0.13 -8.87 ± 0.30 8.88 ± 0.28 8.90 ± 0.20 0.01 ± 0.35 
F250V 0*** -8.86 ± 0.12 ND 8.87 ± 0.22 ND ND 
Y308S 0*** -8.90 ± 0.10 ND 8.90 ± 0.23 ND ND 
R316H 54 ± 9* -8.95 ± 0.12 -8.42 ± 0.38 8.95 ± 0.12 8.44 ± 0.53 -0.51 ± 0.54 
R330W 97 ± 18 -8.94 ± 0.10 -9.03 ± 0.32 8.95 ± 0.16 9.05 ± 0.27 0.09 ± 0.32 
A342V 91 ± 14 -8.77 ± 0.15 -8.42 ± 0.33 8.72 ± 0.18 8.43 ± 0.22 -0.29 ± 0.29 
I353T 103 ± 29 -8.94 ± 0.16 -9.06 ± 0.43 8.97 ± 0.39 9.06 ± 0.27 0.09 ± 0.47 













































Table S5. Summary of the functional profiling of ERK activation by WT-MT2 and 
MT2 variants.  
Data are means ± SEM of three or four independent experiments with repeats in triplicate. 
ND denotes that the experimental parameter could not be determined due to lack of a 
concentration-response curve. The data were analyzed by comparing independent fits with a 
global fit that shares the selected parameter (##) and by one-sample t test (#) compared to the 
WT. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.0001. 
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Résumé du chapitre 3 – Article 2 
 
Dans ce manuscrit, dans lequel j’ai participé à la caractérisation de mutants en réalisant des 
ELISA et en mesurant l’activation de ERK et l’inhibition de la production d’AMPc, nous 
avons : 
-Identifié que MT2 pouvait activer les protéines Gαi1, Gαi2, Gαi3, GαoA, GαoB, Gαz et 
était capable de recruter la βarrestine-2 
-Caractérisé les 40 variants naturels de MT2 précédemment identifiés par notre groupe. Nous 
avons ainsi mesuré leur capacité à activer spontanément ou suite à leur liaison à la MLT, les 
protéines Gαi1, Gαz, à recruter la βarrestine-2, à phosphoryler ERK et à inhiber la production 
d’AMPc. 
-Généré des profils de signalisation pour chaque variant et les avons classés en 9 groupes 
selon leurs similitudes. 
-Relié les défauts d’activation des protéines Gαi1, Gαz induites par la MLT et de recrutement 
constitutif de la βarrestine-2 à un risque accru de développer le DT2. 
-Montré que les analyses informatiques de prédiction de l’impact de mutations (EA score) 
sont des outils robustes et pouvant être très utiles. 
 
Après avoir caractérisé le récepteur MT2 et identifié les mécanismes par lesquels il était 
impliqué dans le développement du DT2, nous nous sommes intéressés au récepteur MT1 et 
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Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine) is a hormone mainly produced by the pineal 
gland in a circadian rhythm with low levels during the day and high levels at night. MT1 is 
one of the 2 receptors mediating the action of melatonin and belongs to the G protein-coupled 
receptors (GPCRs) family. Despite an increasing number of activated GPCR crystal 
structures available, the molecular mechanism of action of a large number of receptors, 
including MT1, remain poorly understood. We took advantage of the existence of numerous 
rare variants found in the population to probe the role of specific residues and receptor 
domains in the activation of the different pathways engaged by the receptor. To do this, 32 
variants were identified and their signaling profiles were characterized using BRET-based 
sensors probing 12 different signaling pathways in living cells. We then combined our 
experimental results with computational tools to group variants in 5 different clusters 
depending on the signaling profiles obtained. We used a three-dimensional structural model 
of MT1 to visualize the position of each variant in the receptor and to identify regions 
important for βarrestin-2 recruitment as well as Gα12 and Gα15 activation. This study 
reinforces the idea that natural variants are powerful tools in order to understand the 
mechanism of action of a receptor and that distinct receptor domains differentially controls 















High-throughput sequencing is rapidly improving our understanding of disease causes and 
susceptibilities in humans (359-361) as well as adaptation and evolution of organisms (362-
364).  Studies revealed that each human contains 10000 to 11000 nonsynonymous genetic 
variations (365) but only few of them are expected to cause diseases, the rest being 
considered neutral. Variant information in databases is often limited to basic annotations like 
neutral or deleterious. Deleteriousness can be approximated with measures of conservation 
and molecular functionality, but available data on both information are rarely combined. In 
the same way, even a strong association between a mutation and a phenotype provides no 
information on the protein function and/or structure changes.  
Studies regularly discover new genetic variations with a great variety of effects since just a 
single nucleotide polymorphism (SNP) can change the folding or interactions between 
protein (366, 367). Many proteins have several functions interacting with different other 
proteins, but most protein-interacting maps ignore the structural details of each protein and 
the mechanisms of their interactions. It’s the case for several G protein-coupled receptors 
(GPCRs) which have a broad set of functions and are involved in the development of a 
multitude of diseases. But the molecular determinants controlling their different actions are 
not well understood.  SNPs represent a rich pool of variants with potential functional 
consequences that could be used to probe such molecular determinants.  
One concept well recognized is the capacity of GPCRs to preferentially activate some 
signaling pathways, depending on the ligand (368-370) and potentially leading to distinct 
physiological actions. This concept is called functional selectivity or biased signaling. 
Mutations at specific position in the receptor structure can have the same effect and modify 
the signaling profile of a receptor (371, 372).  
Here, we identified 32 melatonin type 1 receptor (MT1) variants in 9393 people which 
revealed 32 non-synonymous genetic variations on MT1 coding regions providing a source 
of genetic variants to study the structure function relationship of the receptor. 
The MT1 receptor is one of the two melatonin receptors involved in the physiological action 
of this neurohormone. Melatonin (MLT) is mainly released by the pineal gland in circadian 
and seasonal manners (373). Melatonin was also reported in other tissues such as the retina 
(374), the Harderian gland (375), the striatum (376), the gastrointestinal tracts (377), testis 
(378), lymphocytes (133) or the pancreas (104, 106). This hormone binds to two GPCRs, 
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MT1 and MT2, which activate many signaling pathways regulating different physiological 
functions including sleep-wake cycle, circadian entrainment, seasonal reproduction and 
glycemic homeostasis (379-384).  
Here, we used the MT1 SNPs to investigate their potential impact on the signaling profile of 

























Materials and methods 
Cell culture and transfection  
HEK293 cells were grown in complete medium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
supplemented with 10% fetal bovine serum, 4.5g/L glucose, 100 U/mL penicillin, 0.1mg/mL 
streptomycin and 1mM glutamine) (Invitrogen, CA). Transient transfections were performed 
using JetPEI (Polyplus Transfection, France), according to manufacturer’s instructions. 
Analysis of cell surface receptor expression 
ELISAs were performed as previously described (385) using the mouse anti-flag antibody 
and a horseradish peroxidase–conjugated mouse immunoglobulin G (IgG) whole-sheep 
secondary antibody (Sigma). 
BRET measurement  
Gαi1/i2/i3/oA/oB activations was assessed by measuring BRET between RlucII-
Gαi1/i2/i3/oA/oB and GFP10-Gγ2 upon treatment of HEK 293 cells cotransfected to express 
Gαi1/i2/i3/oA/oB, receptor, and BRET sensors with MLT (386). For RlucII-Gαs, RlucII-
Gαz, RlucII-Gαq, and RlucII-Gα12/13, we used RlucII-tagged sensors, GFP10-Gγ1 was 
used given that optimal responsive window is generally obtained using these BRET sensor 
pairs for these Gα proteins. For this Gα protein screening we used these BRET pairs in the 
presence of Gβ1 protein. Gα15 activation by receptors was assessed using a unimolecular 
biosensor.Since MT1 stimulation by melatonin does not activate PKC in our HEK293T cells 
in the absence of Gα15 but does so in its presence, we used the PKC activation as a surrogate 
assay to measure Gα15 activation by MT1. PKC activation was assessed by measuring BRET 
with this unimolecular biosensor. The BRET2-based PKC sensor consists of a GFP10, 2 
phospho-sensing domains (FHA1 & FHA2), a long and flexible linker, 2 specific phospho‐
substrate sequences, a RLucII and the diacyl glycerol (DAG)‐binding “C1b” domain of 
PKCδ added to increase signal specificity. Once phosphorylated, the phospho-substrates 
interact with their respective phospho-sensing domain, which stabilizes a conformation 
characterized by a higher BRET signal (387). βarrestin-2 recruitment was assessed by 
measuring BRET between RlucII-βarrestin-2 rGFP-CAAX (prenylation CAAX box of 
KRas) demonstrating the recruitment of the βarrestin-2 to the plasma membrane. Transfected 
cells were plated in poly-d-lysine–pretreated 96-well white microplates (100 µl per well; 
Greiner). Forty-eight hours after transfection, cells were washed with Dulbecco’s phosphate-
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buffered saline, and then Tyrode’s buffer was added. After the addition of MLT, the cells 
were incubated for 10 min at 37°C, and coelenterazine 400a (2.5 µM; NanoLight 
Technology) was added 5 min before BRET reading in a Synergy Neo Microplate reader 
(BioTek) (acceptor filter: 515 ± 30 nm; donor filter: 410 ± 80 nm). Net BRET represents the 
BRET signal subtracted by the BRET monitored in the absence of a GFP10-tagged sensor. 
αBRET refers to the difference in net BRET recorded from cells treated with agonist and 
cells treated with vehicle. For the agonist dose-response curves, the percentage of the 
response of the WT receptor was calculated from the αBRET value obtained from a given 
variant divided by the αBRET obtained from the WT receptor in the same experiment.  
Evolutionary action analysis 
The predicted effect of each variant within the MT1 receptor was calculated, as previously 
described, (388) using the amino acid sequence deduced from the MTNR1A gene for the 
query. 
Statistical analysis 
LogEC50 and agonist-induced Emax values were determined by nonlinear regression with 
a variable Hill slope using GraphPad Prism software (version 6.0). For each assay, the 
agonist-induced Emax value for every MT1 variant was normalized as a percentage of the 
maximal MLT-stimulated response of the WT receptor (set at 100) monitored in parallel 
with the receptor variant. The dose-response curves were fitted to an operational model of 
agonism designed by Kenakin and Christopoulos (389, 390) to obtain log(τ/KA) values for 
the WT receptor and its variants. Normally, an agonist is set as a reference agonist, against 
which within-pathway comparisons for the same receptor to other agonists can be made and 
expressed as Δlog(τ/KA). Here, within- pathway comparisons were made between MT1 
variants and the WT receptor. Normalized difference was calculated on values 
corresponding to agonist-induced Emax, and Δlog(τ/KA) to fit a −1 to +1 scale using the 
following formula: (variant – WT) / (variant + WT). In the case of Δlog(τ/KA), before 
normalization, the anti-logs were first calculated and then were fitted to the aforementioned 
formula. Positive and negative values represent variations with better or worst responses, 
respectively, than those of the WT receptor. Subsequently, logEC50, agonist-induced Emax, 
and Δlog(τ/KA) values were expressed as means ± SEM of the indicated number of 
experiments (n). Statistical analysis for logEC50 and agonist-induced Emax was performed 




To quantify similarities between signaling perturbations resulting from each variation, we 
adapted and implemented the Non-Negative Matrix Factorization (NMF) and K-means 
clustering process originally described in (391). We performed this analysis on an input 
matrix of 32 variations and 24 signaling parameters spanning 8 signaling pathways (Gαi1 / 
Gαi2 / Gαi3 / GαoA / GαoB / Gα12 / Gα15 / βarrestin-2) in response to melatonin. The mean 
and STD for each phenotypic measure were used to propagate experimental error through 
the clustering process. Explicitly, 500 input matrices were generated by independently 
sampling from the experimental error (Mean + STD) for each phenotypic data point. Each 
of these sampled input matrices were then processed separately using the NMF/K-means 
method. The values for each phenotype were scaled to avoid bias introduced by differences 
in phenotype scale using: 
Standardized Value = (Xij-minimumj)/(maximumj-minimumj) 
for every variation i and every parameter j, where maximumj and minimumj values were 
specific to each parameter column (e.g. EC50, E max, τ/Ka). In this way, every parameter 
was normalized between 0-1.  The dimensionality of these 500 input matrices were then 
independently reduced using NMF to identify the key signaling patterns. K-means clustering 
was used, as described, to cluster the [mutation x Feature] (32 x K) basis vector. As 
previously described, clustering results for each sampled matrix were averaged across K=2 
to K=10, where K is the number of features for NMF and the number of clusters for K-means 
(KNMF=KK-means). Final cluster assignment, quantifying variation similarity, was the average 
over all 500 sampled matrices. Clustering frequency was converted into distance matrix 
using Pearson's correlation and visualized as a heatmap and dendrogram. 
Radioligand Binding Experiments  
Radioligand saturation binding experiments were performed in transient transfected 
HEK293T cell lines. Saturation binding assays were carried out on crude membrane 
preparations with increasing concentrations of 2-[125I]MLT(PerkinElmer Life Sciences) to 
determine dissociation constants (Kd) and total melatonin receptor expression (Bmax) of 
WT and variant MT1 receptors using PRISM software (GraphPad). Non-specific binding 






Three-dimensional models of the melatonin receptor type 1 (MT1) in inactive and active 
conformations were built by homology modeling using as respective templates the crystal 
structure of the human OX2 orexin receptor (OX2R) (PDBid: 4S0V) (392) and the crystal 
structure of the human mu-opioid receptor in complex with a Gαi protein (PDBid: 6DDE) 
(393). In addition, the second intracellular loop (residues 132-146) in the structure of the 
human dopamine D3 receptor (PDBid: 3PBL) (394) was used as a structural template to 
model this region in the inactive MT1. Also, helix 8 (residues 291-308) in the structure of 
the human adenosine A(2A) receptor (PDBid: 2YDO) (395) was used as a structural 
template to model this region in the active MT1. Structure-based alignments between the 
MT1 template and the targets were obtained from the GPCRdb (396). These initial 
alignments were manually refined using Chimera (397) to adjust some of the gaps in the 
loop regions. Using these alignments and the structural templates, 3D models of MT1 in 
inactive and active conformations were built using Modeller v9.14 (398). The putative 
cysteine bridge between Cys1003.25 in TM3 and Cys177ECL2.50 in the second extracellular 
loop was explicitly defined during model building. All models were subjected to 300 
iterations of variable target function method optimization and thorough molecular dynamics 
and simulated annealing optimization, and scored using the discrete optimized protein 
energy potential. The 20 best-scoring models were analyzed visually, and a suitable model 














WT- MT1 signaling profile 
To establish an exhaustive profiling of the signaling repertoire of the MT1 receptor, we used 
bioluminescence resonance energy transfer (BRET)-based biosensors to assess G protein 
activation measuring Gα protein dissociation from Gβγ complex (399) and βarrestin-2 
recruitment to the activated receptor measuring its proximity with the plasma membrane 
(400). Melatonin stimulation in cells expressing the wild-type (WT) human MT1 lead to the 
activation of Gαi1, Gαi2, Gαi3, GαoA, GαoB, Gα12 and Gα15 (Figure 1). This is consistent 
with previous finding suggesting a Gαi coupling for this receptor. Previous studies, largely 
based on the detection of MT1 promoted calcium mobilization or phospholipase C activity, 
also suggested a coupling to Gαq (146, 401). Nevertheless, except for Gα15, no direct 
activation of Gαq family member could be detected in the present study.  Gα15 which is an 
atypical Gαq family member as it has been shown to display promiscuous coupling to a large 
diversity of receptor (402, 403). Because no BRET sensor directly assessing its activation is 
available, activation was assessed by probing the downstream activation of PKC monitored 
by BRET (387) upon Gα15 overexpression.  
 
 
Figure 1. WT-MT1 activates Gαi/o, Gα12, Gα15 and recruits βarrestin-2. 
MT1 response for Gαi1, Gαi2, Gαi3, GαoA, GαoB, Gα12, Gαq, Gα11, Gα15 and Gαs activation and 
βarrestin-2 recruitment at saturated MLT concentration (100nM). Statistical analysis was 
performed using One-way Anova followed by a Dunnett’s post-hoc test. 



























































































Variant cell surface expression 
In order to assess the putative effects of MT1 variations, we used ELISA to assess the cell 
surface expression of the WT and every MT1 variant in parallel of functional characterization 
experiments. In Figure 2 we show no significant differences in cell surface expression 
detected among the variants. 
 
Figure 2. MT1 receptors cell surface expression. 
Cell surface expression of MT1 variants measured by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) in HEK293 cells in parallel of BRET experiments. Data represents means ± SEM 
of at least three experiments.  
 
Signaling profiles of MT1 variants 
Concentration-response curves of the MLT-stimulated activation of Gαi1, Gαi2, Gαi3, 
GαoA, GαoB, Gα12, Gα15 and βarrestin-2 were generated for the 32 MT1 variants (Suppl. 
Figure 1 and Suppl. Table 1). Representative examples of the signaling profiles for the WT 
and 3 variants are presented in Figure 3 and clearly indicate the differential impact of variants 
on the signaling activity toward the different pathways. 
To provide a visual representation of the relative activity of each of the variants for the 
different signaling pathways, we use a radial graph representation describing the maximal 
response (Emax) and the potency (EC50) for each pathway (Suppl. Figure 2). Using a matrix 






















































































































































































clusters. Figure 4 presents the superposition of the individual signaling profiles of each 
member of a given cluster providing a global view of the cluster signaling characteristics.  
Cluster 1 comprises 19 variants (G18RNterm, N91Y2.68, G96D3.21, A157V4.55, A180TECL2, 
I212T5.63, V221M5.72, K228R6.25, A266TECL3, A266VECL3, S267GECL3, R307S8.55, 
D326NCterm, V321MCterm, V331FCterm, K334NCterm, T340ICterm, N342SCterm and V345ICterm) 
without any impairment and a signaling profile similar to that of the WT receptor in response 
to MLT stimulation. Cluster 2 comprises 2 variants (I88V2.65 and G166E4.64) without any 
impairment on Gαi1, Gαi2, Gαi3, GαoA, GαoB activation, but with a slight decrease of 
βarrestin-2 recruitment as well as a reduction in the activation of either Gα12 or Gα15. 
Cluster 3, for its part, comprises 6 variants (V52A1.57, R54W1.59, S87L2.64, H131R3.56, 
I309T8.57 and C314RCterm) with slight and variable impairments for Gαi1, Gαi2, Gαi3, GαoA, 
GαoB, but with a total loss of βarrestin-2 recruitment and a reduction or loss of Gα12 and/or 
Gα15 activation. Cluster 4 comprises 3 variants (I112N3.37, L138PICL2, I257F6.54) with a 
global loss of potency for all the pathways but in most cases with little impact on their 
efficacy. Cluster 5 comprises two mutants (P80L2.57 and R125C3.50) with a total loss of 
function in response to MLT stimulation. 
 
Figure 3. Melatonin concentration-response curves for G protein activations 
and βarrestin-2 recruitment of the WT and representative receptor variants with 
distinct signaling profiles.  




Data were plotted using non-linear regression curves with a fixed Hill slope. Data points 
represent means ± SEM of at least three experiments. Βarr2: βarrestin-2, WT: wild-type. See 





Figure 4. Radial graph representation of the different variant profiles compiled in 
5 clusters. 
Compilation of the different MT1 variant radial graph profiles in five clusters. On each radial 
maximal agonist-induced efficacy (Max) and potency (EC50) obtained by BRET are 
indicated. The cluster 1 corresponds to the 19 variants with a similar profile to the WT-MT1 
receptor. The cluster 2 groups 2 variants with a slight decrease of βarrestin-2 recruitment 
and Gα12 or Gα15 activation. The cluster 3 groups 6 variants with a total loss of βarrestin-
2 recruitment and generally an impairment of Gα12 and/or Gα15 activation. The cluster 4 
groups 3 variants with a defect for every efficacy (Max) but with similar potencies (EC50) to 
the WT-MT1. The cluster 5 groups 2 variants with a total loss of function. See also Suppl. 
Figure 2. 
 
Mutant binding to MLT 
To exclude the possibility that differences in the signaling activities observed could result 
from reduced binding affinity to MLT, we measured it for each variant belonging to one of 
the cluster with altered signaling. Binding affinities as measured by radioligand binding 
using 2(125I)-iodomelatonin (125I-MLT) as the tracer was not statistically different among the 
variants except for P80L2.57 which showed a complete loss of binding capacity (Figure 5). 
 
Figure 5. MT1 variant receptors bind to melatonin as well as the WT-MT1, except 
P80L.  
Melatonin dissociation constant measured by 2-(125I)Iodomelatonin binding experiment on 





Evolutionary action analysis of MT1 variants 
To assess whether the extent of the functional impacts of the naturally occurring variants 
could be estimated by the evolutionarily predicted impact of the individual substitution we 
assessed the Evolutionary Action (EA) of the 32 variants. EA is a bioinformatic algorithm 
predicting the impact of mutational variants (388). The EA score varies from 0 for variations 
with the most benign predicted impact to 100 for those with the most predicted adverse 
effects. Figure 6 illustrates a statistically significant correlation (R2=0.6553, P≤0,0001) 
between the EA scores and the signaling phenotypic impact for each of the variants 
indicating that the severity of the functional outcome of SNPs can be reasonably well 
predicted using trace evolution-based methods such as EA. 
 
Figure 6. Evolutionary Action of MT1 variants and correlation with signaling 
impairment. 
(A) An Evolutionary Action (EA) score was calculated for each variant. EA ranges from 0 
to 100 with a score of 0 predicted to be benign and a score of 100 predicted to be highly 
impactful or detrimental to protein function. Scores are colored based on EA (EA=0 (Dark 
blue) to EA=100 (Red)). (B) Functional defects of every MT1 variant were correlated with 
the EA score. The 5 clusters were represented with the cluster 1 in black, the cluster 2 in 
blue, the cluster 3 in green, the cluster 4 in yellow and the cluster 5 in red. Data were fitted 
in GraphPad Prism by linear regression analysis, P and R2 values obtained for the overall 
correlation. 
 
Structural determinants of the functional impact of MT1 variations 
To investigate the possible structural determinants of the functional impact of the variants, 
we analyzed the position of the individual mutated residues and the topology of Clusters 1-
5 on three-dimensional models of inactive and active MT1 built by homology modelling (see 
Methods). We expect that these analyses will allow us to gain new insights into the structural 
determinants of signal transduction, particularly in how these mechanisms may be disrupted 
leading to malfunction. 
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Variations in Cluster 1 (with no impact on the receptor signaling profile) are spread 
throughout the structure (Figure 7A and Suppl. Figure 3), appearing mostly in the surface of 
the extra- and intracellular domains and far from the receptor core. This is also the case for 
variations in Cluster 2 – I88V2.65 and G166E4.64 – (Figure 7B), located in the extracellular 
part of TM2 and TM4 respectively. While these variations result in modest impacts on 
βarrestin-2 recruitment and Gα12 or Gα15 activation, they are not near the ligand-binding 
pocket (404) or to any of the known activation microswitches of GPCRs, precluding us to 
make any inference on the structure/function impact of these variations. It could therefore 
be proposed that these residues may contribute to an allosteric network between the binding 
pocket and the microswitches involved in the engagement of arrestin-2 and either Gα12 or 
Gα15. The fact that these variations do not affect the efficacy or potency of MT1 to activate 
the Gαi family members rule out the possibility that the defect could result from a general 
major misfolding of the receptor. Yet we cannot exclude the possibility that a modest non-
specific structural impairment may have a more important impact on the pathways that are 
less efficiently coupled to the receptor. Indeed, the lower potency of MT1 to activate 
arrestin-2, Gα12 and Gα15 vs the Gαi family members suggests that theses pathways are 
less efficiently coupled to the receptor.   
 
The 6 variations in Cluster 3 are associated to a major reduction of βarrestin-2 recruitment. 
Interestingly, 4 of these variations are located in the interface between the cytoplasmic side 
of TM1 (V52A1.57 and R54W1.59) and H8 (I309T8.57 and C314RCterm) (Figure 7C). The short 
amphipathic H8 lies adjacent to the inner leaflet of the plasma membrane, anchored through 
a palmitoylated cysteine (C314 in MT1). In other GPCRs, H8 has been shown to play a 
crucial role in the interaction of the receptor with βarrestin-2 necessary for internalization 
(405), and its palmytoylation has been shown to enhance the recruitment of arrestin-2 
(406). In our structural models, H8 and intracellular loop 1 in the receptor can interact with 
the finger loop of arrestin-2. Thus, we hypothesize that the variations V52A1.57, R54W1.59, 
I309T8.57 and C314RCterm affect arrestin-2 recruitment by altering the local environment of 
H8 in MT1. Both C314R
Cterm and I309T8.57 affect directly H8 by removing a palmytoylation 
site or by weakening hydrophobic interactions with nearby phospholipids. On the other hand, 
V52A1.57 and R54W1.59 – located at the interface between TM1 and ICL1 – would affect H8 
indirectly. These results are consistent with findings on other GPCRs; for instance, 
hydrophobic amino acids in H8 of the mouse odorant receptor mOR-S6 have been suggested 
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to form an hydrophobic core with TM1 responsible for the good positioning of H8, and 
variations of these residues increase the flexibility of H8 and destabilize its structure (407). 
Another variation in Cluster 3 (H131R3.56) is located at the interface between the cytoplasmic 
end of TM3 and intracellular loop 2, at a location where it could interact directly with 
βarrestin-2 (Figure 7C). This variation also places a positively charged residue next to the 
highly conserved Y1263.51, which might alter its function by stablishing a spurious cation-pi 
interaction. Interestingly, this region has been proposed to be a secondary site for βarrestin 
interactions in other GPCRs (408, 409). The last variation (S87L2.64) of Cluster 3 is located 
away from known potential functional sites (Figure 7C), so we could not rationalize its effect 
from a structural point of view.  
The three variations of Cluster 4 (L138PICL2, I257F6.54 and I112N3.37) (Figure 7D) have a 
more severe effect in the signaling profile of MT1. On the one hand, as in Cluster 3, they 
completely terminate arrestin-2 recruitment (Suppl. Figure 1); but, moreover, they result in 
loss in potency (EC50) –but not in efficacy (Emax) – in all signaling pathways compared to 
WT-MT1. The idea that this loss of potency could be due to a loss of binding affinity for 
MLT could be ruled out since we observe no difference of binding affinity for these three 
variants compared with WT-MT1. We suggest that these variations lead to a destabilized 
active state, and, thus, to a less efficient activation. 
The variant L138PICL2 is in the cytoplasmic ICL2, which is known to form a short alpha 
helix in several GPCRs (e.g. rhodopsin, β1AR, β2AR with PDBid 4ZWJ, 2VT4 and 3P0G 
respectively) and can interact with β-arrestins (Figure 7E) and G proteins (410) (Figure 7F). 
The variation of a leucine for a proline is expected to break the α helix or at least prevent its 
good position leading to a less efficient interaction with βarrestin-2 and G proteins and the 
observed decrease in potency. 
The I257F6.54 variation is located at the extracellular side of TM6 (Figure 7D), a site already 
shown to be important for the active melatonin-bound form of MT1, favoring the 
conformational changes necessary for signal transmission (411). Clement et al. proposed 
that, similarly to rhodopsin (412), ECL2 of MT1 stabilizes TM5, TM6 and TM7 upon 
activation, particularly through the interaction between ECL2 and I2576.54. Consequently, 
we suggest that the variation I257F6.54 alters the interactions with ECL2 decreasing the 
stability of the MT1 active form. Another hypothesis is that I257
6.54 is located one turn above 
the highly conserved proline-kink at P2536.50, which is key in shaping TM6, a key element 
in the activation mechanism of GPCRs. The extracellular sides of TM6 and TM7 – near 
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position 2576.54 – form important interactions to maintain the fold of the receptor (413). 
Thus, the I257F6.54 variation might destabilize the TM6/7 interface and impair the efficient 
relocation of TM6 upon receptor activation.  
Similarly, I112N3.37 is located in the middle of TM3 (Figure 7G), right next the key residues 
I1153.40 and P1995.50 that form part of a key switch (the ‘’triad’’ or PIF motif) in GPCR 
activation (414). The I112N3.37 variation would alter the packing and physico-chemical 
properties of this region, leading to a less efficient activation of the PIF motif and an 
impaired transduction of the conformational changes through TM6 and TM5 that lead to the 
formation of the active state. As in L138PICL2, these variants (I257F6.54 and I112N3.37) can 
still activate G proteins (Emax is not affected), but these events are less efficient due to an 
impaired TM5 and TM6 leading to the observed decrease in potency.  
Cluster 5 comprises two variants with almost complete loss of function. These phenotypes 
are easier to explain since the P80L2.57 variation (located in the ligand-binding site) (Figure 
7H) leads to a loss of MLT binding and the R125C3.50 variant mutates a key residue in the 
D/NRY motif, known to be essential for GPCR function and directly involved in the binding 
of arrestins and G proteins. R125C3.50 variant show a total loss of signaling capacity, except 
for GαoB which remains well activated by this variant form of the receptor. Nevertheless, 





Figure 7. Three-dimensional representation of residues of interest within MT1 and 
βarrestin-2. 
Three-dimensional representation of MT1 active form (wheat color), MT1 inactive form 
(Grey), βarrestin-2 (Dark green), Gα protein (Orange) and Gβ protein (Light green). 
Residues from clusters are shown in spheres. (A) Residues N91, G96, A157, A180, I212, 
V221, K228, A266, S267, R307 from cluster 1. (B) Residues I88 and G166 from cluster 2. 
(C) Residues V52, R54, S87, H131, I309 and C314 from cluster 3. (D) Residues I112, L138 
and I257 from cluster 4. (E) Residue L138 in the MT1 active form bound to Gα protein. (F) 
Residue L138 in the MT1 active form bound to βarrestin-2. (G) Residue I112 in inactive 
(left) and active (right) conformation of MT1 with the 3 residues forming the ‘’triad’’ (PIF) 




In this study we report an exhaustive characterization of the MLT-activated MT1 receptor 
signaling profile. Upon MLT stimulation, this receptor activates a broad set of pathways, 
activating Gαi1, Gαi2, Gαi3, GαoA, GαoB, Gα12, Gα15 proteins and recruiting βarrestin-2 
in transfected HEK293 cells. Several studies already showed interactions between MT1 and 
several G proteins (146), activation of PTX sensitive Gαi/o proteins by MT1, leading to an 
inhibition of cAMP production by the adenylate cyclase (146) and increase of intracellular 
Ca2+ concentration, most likely due to the activation of the PTX insensitive Gαq/11/15 
protein family (146) have been previously reported. Our results not only confirm these data, 
but also provide direct evidence for the engagement of the entire family of Gαi proteins and 
revealed that only Gα15 among the Gαq family could be efficiently activated and that neither 
Gαq or Gα11 could be activated. It is noteworthy that Gα15 is an atypical member of the 
Gαq family since it has been found to be activatable by a large proportion of GPCRs (402, 
403).  The lack of coupling to Gαq and Gα11 is not due to a lack of sensitivity of the 
biosensors or the HEK293 cells used since coupling to the more conventional Gαq family 
members (Gαq and Gα11) could be seen in HEK293 cells for other GPCRs (415, 416). The 
study also reveals for the first time a coupling to Gα12.  
The specific signaling profiles obtained for 32 naturally occurring MT1 variants revealed 
different signaling signatures allowing us to classify the variants in 5 different clusters: no 
effect (cluster 1), modest impacts on βarrestin-2 recruitment and Gα12 or Gα15 activation 
(cluster 2), major reduction of βarrestin-2 recruitment and Gα12 and/or Gα15 activation 
(cluster 3), severe impairing of signaling (cluster 4), and total impairing of signaling (cluster 
5). Interestingly, EA scores matched with our experimental results reciprocally validating 
the experimental signaling profiles observed and the predictive power of evolutionary-based 
approaches.  
The study of the location of these different clusters in three-dimensional structural models 
of inactive and active MT1 allowed us to propose specific mechanisms for the effect of the 
variations on receptor activation and signaling. The effects in Cluster 3 can be explained in 
most of the cases by direct alterations of the receptor-βarrestin-2 interactions (through H8 
and ICL2). On the other hand, each variation in Cluster 4 is located near key regions in 
GPCR activation (The helical ICL2, the extracellular TM6/7 interface, and the PIF motif); 
these variations may thus alter the signaling profile by altering the environment of these 
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activation switches. Finally, variations in Cluster 5 alter either the ligand- or the G 
protein/βarrestin-binding sites. 
The different clusters revealed crucial regions of the MT1 receptor involved in G protein 
activation and βarrestin-2 recruitment highlighting specific residues that had greater impact 
on arrestin-2 supporting the notion that distinct allosteric networks and interactions 
domains maybe involved in the selective engagement of distinct signaling pathways, a 
concept known as functional selectivity.  
As we have shown in this study, computational analysis is a valuable tool to identify 
important regions or residues within a receptor and to predict effect of mutations. 
Nevertheless, natural variants can bring unexpected and precious information to decrypt the 
mechanism of action of a receptor. In our case, we found natural MT1 variants in apparently 
healthy people with signaling defects. Keeping in mind that MLT is known to act mainly 
through its 2 receptors MT1 and MT2 and to be involved in many diseases, we can therefore 
wonder how the whole organism can adapt to this decrease of MT1 activity. It would be easy 
to think about a compensation from MT2 activity, but it was recently shown that MT2 can 
only activate Gαi and Gαz proteins and to recruit βarrestin-2 (372). This compensation 
























Supplementary figure 1. Melatonin concentration-response curves for G protein 
activations and β-arrestin 2 recruitment of the WT and the different variant profiles 
grouped in 5 clusters. 
(A) Functional profile of the WT-MT1 receptor and the first cluster corresponding to the 19 
variants with a similar profile to the WT-MT1 receptor. (B) The cluster 2 groups 2 variants 
with a slight decrease of βarrestin-2 recruitment and Gα12 or Gα15 activation. The cluster 3 
groups 6 variants with a total loss of βarrestin-2 recruitment and generally an impairment of 
Gα12 and/or Gα15 activation. The cluster 4 groups 3 variants with a defect for every efficacy 
(Max) but with similar potencies (EC50) to the WT-MT1. The cluster 5 groups 2 variants 
with a total loss of function. Cell surface expression of each variant was adjusted to WT-
MT1 and monitored by ELISA. Experiments were repeated at least 3 times. 
Data were plotted using non-linear regression with a fixed Hill slope. Data points represent 













Supplementary figure 2. Radial graph representation of the different variant 
profiles grouped in 5 clusters. 
On each radial graph for each MT1 variant, maximal agonist-induced efficacy (Max) and 
potency (EC50) obtained by BRET are indicated. The five clusters were made regarding the 
profile of each variant. Cell surface expression of each variant was adjusted to WT-MT1 and 





Supplementary Figure 3. Snake plot representation of WT-MT1 with the position 
of the different variants. 
MT1 representation with the different variants of Cluster 1 (Dark grey), Cluster 2 (Blue), 









Supplementary table 1. Data from the functional characterization of variants. 
Summary of the functional profiling of (A) Gαi1, Gαi2, Gαi3, (B) GαoA, GαoB, (C) Gα12 
and Gα15 activation and βarrestin-2 recruitment by WT-MT1 and MT1 variants. Data 
represents the mean ± SEM of 3-13 independent experiments with repeats in quadruplicate. 
ND denotes that the experimental parameter could not be determined due to lack of a 











Résumé du chapitre 4 – Article 3 
 
Dans ce manuscrit, nous avons : 
-Identifié que MT1 pouvait activer les protéines Gαi1, Gαi2, Gαi3, GαoA, GαoB, Gα12, 
Gα15 et était capable de recruter la βarrestine-2. 
-Identifié 32 variations génétiques naturelles de MT1 en séquençant son gène chez 9393 
personnes. 
-Caractérisé les 32 variants naturels de MT1 précédemment identifiés. Nous avons ainsi 
mesuré leur capacité à activer les protéines G précédemment nommées ainsi qu’à recruter la 
βarrestine-2 suite à leur liaison à la MLT. 
-Généré des profils de signalisation pour chaque variant et les avons classés en 4 groupes 
selon leurs similitudes. 
-Montré que les analyses informatiques de prédiction de l’impact de mutations (EA score) 
sont des outils robustes et pouvant être très utiles. 
-Généré de nouveaux modèles 3D de MT1 sous ses formes inactive et active. 
-Identifié des régions du récepteur MT1 importantes spécifiquement dans l’activation des 
protéines Gα12 et Gα15 et dans le recrutement de la βarrestine-2. 
Ce troisième manuscrit apporte ainsi des informations précises quant au profil de 
signalisation du récepteur MT1 et ses mécanismes d’action suite à son activation par la MLT. 
L’ensemble de ces 3 manuscrits apporte de nombreuses informations sur les rôles et la 
compréhension des récepteurs à la mélatonine et permet ainsi d’offrir de nouvelles 
perspectives pour la recherche sur le système mélatoninergique. Ces points seront 





































Lorsque j’ai débuté ma thèse, la MLT était connue pour réguler de nombreuses fonctions 
physiologiques dans le corps humain. Je me suis alors impliqué dans la compréhension de 
ses mécanismes de régulation du système dopaminergique et de l’homéostasie glycémique 
en lien avec le DT2, deux fonctions qui étaient alors connues mais qui restaient floues.  
I. Discussion sur le premier projet de la thèse 
Dans le premier article de cette thèse, nous nous sommes intéressés à la régulation du 
système dopaminergique par le système mélatoninergique. Comme indiqué dans 
l’introduction de cette thèse, DAT est le principal régulateur de la dopamine extracellulaire 
et la compréhension de sa régulation représente donc un intérêt majeur pour la recherche de 
nouveaux traitements pour les maladies neurodégénératives comme la MP, pour le TDAH 
et pour l’addiction aux drogues ciblant le système dopaminergique comme la cocaïne ou 
l’amphétamine.  
A. Discussion sur les interactions entre DAT et les MTRs 
Nous avons révélé des interactions entre les MTRs et DAT, responsables d’une baisse 
d’expression de DAT à la surface cellulaire par sa rétention au niveau du réticulum 
endoplasmique (figure 1). Pour ce faire, nous avons utilisés des cellules HEK293 et HeLa 
mais également des synaptosomes de striatum de souris afin de valider ces interactions dans 
un modèle plus physiologique. Nous avons ainsi réalisé des co-immunoprécipitations, de 
l’immunofluorescence ou encore du BRET. Néanmoins, ces techniques ne nous permettent 
pas de dire si ces interactions sont directes ou indirectes au sein d’un complexe protéique. Il 
serait donc intéressant de purifier les MTRs et DAT, par chromatographie d’affinité par 
exemple, puis revérifier par co-immunoprécipitation si nous pouvons toujours observer ces 
interactions dans une solution ne contenant aucune autre protéine. Nous avons également 
tenté de découvrir des sites d’interactions entre ces protéines. La partie N-terminale de DAT 
était connue pour interagir avec différentes protéines comme la syntaxine 1A (417) ou la 
synaptogrine-3 (418). C’est pourquoi nous avons décidé de créer un transporteur DAT 
dépourvu de sa partie N-terminale afin de vérifier si cette partie est également responsable 
des interactions avec les MTRs. Néanmoins, nous n’avons vu aucune différence entre le 
DAT entier et le DAT dépourvu de sa partie N-terminale. La partie C-terminale de DAT 
contient une séquence de liaison aux protéines PDZ (PSD-95/Discs-large/ZO-1) (-LKV) 
(419) qui est connue pour être importante pour des interactions avec des protéines 
 
 193 
d’échafaudage comme PICK-1 (Protéine Interagissant avec la kinase C 1) (309, 420) et 
régulant ainsi le trafic des protéines vers la surface cellulaire. Dans de futures études, il 
serait donc intéressant de muter cette séquence -LKV afin d’observer si elle est 
responsable des interactions avec MT1 et MT2. Nous pourrions envisager par la suite 
d’essayer de découvrir si des interactions directes entre cette séquence PDZ et les MTRs 
sont responsables de la rétention de DAT, par exemple en empêchant les interactions avec 
PICK-1, nécessaires pour son expression à la surface cellulaire (309, 420). D’autres acides 
aminés de la partie C terminale de DAT sont également importants pour son trafic vers la 
membrane cellulaire ou au contraire responsables de sa rétention lorsque mutés (421) et 
devraient également être étudiés pour voir s’ils sont responsables des interactions avec 
les MTRs.  
 
Figure 1. Modèle de régulation du système dopaminergique par les récepteurs 
de la mélatonine. 
En condition basale et après sa synthèse, (1) DAT migre à travers le RE et le Golgi (2) pour 
aller s’exprimer à la surface du neurone présynaptique. (3) DAT peut ainsi recapter la 
dopamine extracellulaire vers le neurone présynaptique (4) afin de diminuer la quantité de 
dopamine dans l’espace intersynaptique et donc (5) d’éviter une suractivation des récepteurs 
dopaminergiques. En revanche, lorsque la cellule produit également les MTRs, (6) ces 
derniers interagissent avec DAT et entrainent sa rétention dans le RE (7) diminuant ainsi son 
expression à la surface cellulaire. (8) La diminution du nombre de DAT à la surface 
neuronale entraine ainsi une accumulation de la dopamine dans l’espace intersynaptique (9) 




B. Discussion sur les effets in vivo des interactions entre DAT 
et les MTRs 
Après avoir rapporté que les MTRs retenaient DAT au niveau du réticulum endoplasmique 
et diminuaient donc la recapture de la dopamine dans les neurones, nous avons étudié les 
effets de cette baisse d’activité de DAT in vivo sur le comportement de souris. Nous avons 
pour cela provoqué l’hypermotilité de souris sauvages ou déficientes en MT1 ou MT2 en leur 
injectant de l’amphétamine. Nous avons ainsi démontré que les mécanismes observés in vitro 
étaient retrouvés in vivo avec une hypermotilité réduite chez les souris déficientes en MT1 
ou MT2 comparativement aux souris sauvages, un effet dû à une plus forte quantité de DAT 
à la surface des neurones permettant d’éliminer plus rapidement la dopamine extracellulaire. 
Dans la continuité de cette constatation, il serait intéressant d’étudier les différences 
d’addiction à la cocaïne ou à l’amphétamine chez des souris sauvages ou déficientes en MT1 
ou MT2. Nous pouvons alors penser que si le système de recapture de la dopamine 
extracellulaire est plus efficace chez les souris déficientes en MTRs, alors celles-ci sont 
moins susceptibles de devenir dépendantes de ces drogues. Ces informations pourraient être 
utiles dans le cadre de traitements contre l’addiction. 
C. Intérêt de cette découverte pour le traitement de la MP 
De manière intéressante, deux des causes majeures de la MP sont une insuffisance en 
dopamine au niveau du cerveau et la mort des neurones dopaminergiques due à un stress 
oxydatif accru (422). Or, il a été montré qu’avec l’âge, la quantité de MTRs diminuait dans 
le cerveau (218, 423), laissant alors penser que l’expression de DAT à la surface cellulaire 
serait facilitée. Ceci aurait alors pour conséquence de diminuer la quantité de dopamine 
extracellulaire et d’augmenter la quantité de dopamine dans les neurones présynaptiques. 
Une trop forte quantité de dopamine intracellulaire entrainerait alors une augmentation de 
radicaux libres et de peroxyde d’hydrogène due à son oxydation et à sa dégradation 
enzymatique (268, 318, 424) aboutissant à la mort des neurones. Notre découverte de 
régulation d’expression de DAT par les MTRs permet ainsi d’ouvrir de nouvelles voies à la 
recherche de traitements contre la MP. 
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D. Discussion sur la régulation des interactions entre DAT et 
les MTRs dans le corps 
Suite aux résultats de cet article, nous pouvons nous demander comment la régulation du 
nombre de DAT à la surface cellulaire est effectuée. En effet, les MTRs les retiennent dans 
le réticulum endoplasmique mais nous ne savons pas comment ces interactions sont régulées. 
Comme expliqué dans l’introduction de cette thèse, la quantité de MTRs à la surface 
cellulaire diminue lorsqu’ils sont stimulés par la MLT. Nous pouvons donc prédire qu’à la 
fin de la nuit biologique, la quantité de MTRs étant moindre, la quantité de DAT augmente 
à la surface cellulaire, augmentant par conséquent la recapture de la dopamine. Cette 
hypothèse est concordante avec l’étude de Ferris (425) qui montre un maximum de recapture 
de la dopamine vers 6h contrairement à 18h où elle est au minimum et correspondant aux 
heures auxquelles les quantités de MTRs exprimés à la surface cellulaire sont faibles et 
élevées respectivement (426). Afin de confirmer que les interactions entre MTRs et DAT 
varient pendant la journée, il serait intéressant de réaliser les expériences de recapture de la 
dopamine dans les synaptosomes de souris prélevés à différents temps de la journée et de la 
nuit. En effet, nos prélèvements et préparations de synaptosomes ont toujours été effectués 
le matin vers 8h. Nous pouvons alors prédire que des prélèvements à 18h par exemple, 
montreraient une augmentation des interactions entre DAT et les MTRs et donc une 
diminution de l’activité de DAT dans les souris sauvages comparativement aux 
synaptosomes préparés à 8h.  
E. Utilisation de nouveaux anticorps anti-MTRs de souris 
Lors de notre étude sur les interactions entre DAT et les MTRs de souris, nous avons 
participé à la caractérisation de nouveaux anticorps. Ces derniers sont spécifiques et les 
interactions avec les MTRs sont faibles mais suffisantes pour immunoprécipiter les MTRs 
et observer la co-immunoprécipitation de DAT. Nous avons tout de même essayé 
d’optimiser les étapes d’extraction et de purification des protéines DAT et MTRs en utilisant 
différents détergents plus ou moins forts et différents temps d’incubation mais les résultats 
montrés dans cette thèse sont les plus pertinents observés. La découverte de nouveaux 
anticorps ayant encore plus d’affinité que ceux utilisés dans notre article reste donc difficile 
mais cruciale pour les futures études sur les MTRs. 
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II. Discussion sur le second projet de la thèse 
Non seulement la MLT est connue pour avoir des impacts sur les maladies et les troubles 
neurologiques comme indiqué dans l’article 1, mais elle est également impliquée dans les 
maladies métaboliques comme le DT2. Antérieurement à ma thèse, une étude de séquençage 
du gène codant pour MT2 chez des personnes normoglycémiques et des patients DT2 avait 
révélé 40 variants rares génétiques de ce récepteur (213). Dans le second projet de cette 
thèse, notre but était alors de caractériser de manière précise l’ensemble de ces variants MT2 
afin de relier un ou plusieurs défauts de signalisation à un risque accru de développer le DT2. 
A. Caractérisation du récepteur sauvage MT2 
Nous avons tout d’abord caractérisé le récepteur sauvage MT2 en utilisant la technique de 
BRET afin de mesurer l’activation des protéines G, la technique PathHunter de Discover X 
pour le recrutement de la βarrestine-2, la technique Surefire de PerkinElmer pour la 
phosphorylation de ERK et la technique d’HTRF (homogeneous time-resolved 
fluorescence) en utilisant le kit “cAMP femto2” de Cisbio pour mesurer la production 
d’AMPc. Ces caractérisations nous ont permis d’obtenir le profil de signalisation de MT2 à 
en absence et en présence de MLT. Nous pouvons ainsi observer que MT2 active les 
protéines Gαi/o et Gαz et recrute également la βarrestine-2. 
B. Caractérisation des variants naturels MT2 et lien avec le 
DT2 
Dans cette étude nous avons ensuite caractérisé les 40 mutants découverts précédemment en 
testant 5 voies de signalisation activées par le récepteur sauvage, les voies Gαi1, Gαz, 
βarrestin-2, AMPc et ERK. Nous avons ainsi pu relier la perte d’activation des protéines 
Gαi1 et Gαz engendrée par la MLT ainsi que la perte de recrutement spontané de la 
βarrestine-2 à un risque accru de développer le DT2. Ces informations offrent de nouvelles 
perspectives dans le développement de traitements personnalisés contre cette maladie. Notre 
étude se limite néanmoins aux cellules HEK293 qui sont couramment utilisées lors d’études 
sur les RCPGs mais qui restent éloignées de notre système d’étude sur le DT2. C’est 
pourquoi, il serait intéressant de mesurer l’inhibition de la sécrétion d’insuline dans des 
cellules β-pancréatiques INS1 dans lesquelles les récepteurs endogènes MT2 auraient 
préalablement été remplacés par les mutants MT2 associés au développement du DT2, 
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notamment grâce à la technique CRISPR (Courtes répétitions palindromiques groupées et 
régulièrement espacées). L’inhibition de la sécrétion d’insuline dans ces cellules serait alors 
comparée à celle obtenue dans les mêmes cellules mais transfectées avec le récepteur 
sauvage ou les variants sans incidence sur les risques de développement de DT2.  
Comme indiqué dans l’introduction de cette thèse, il est aujourd’hui connu que certains 
ligands peuvent entrainer une signalisation biaisée du récepteur. Dans notre cas, il serait 
intéressant de développer des composés pouvant agir comme modulateurs allostériques 
positifs capables de restaurer la signalisation défective des variants identifiés comme étant 
associés à des risques accrus de développer le DT2 mais aussi leur capacité à restaurer 
l’inhibition de la sécrétion d’insuline. 
III. Discussion sur le troisième projet de la thèse 
En ce qui concerne le dernier projet de cette thèse, sur l’étude de la structure et des 
mécanismes d’action de MT1, nous avions, à l’origine, planifié un projet semblable à celui 
sur MT2 avec l’identification de variants naturels puis leur caractérisation afin de relier un 
ou plusieurs défauts de signalisation à un risque accru de développer le DT2. Seulement, 
nous n’avons pas trouvé de lien avec la maladie. C’est pourquoi nous avons décidé d’utiliser 
les données récoltées afin de mieux comprendre les mécanismes de fonctionnement de ce 
récepteur.  
A. Caractérisation du récepteur sauvage MT1 
Nous avons dans un premier temps caractérisé le récepteur MT1 sauvage en utilisant la 
technique de BRET afin de mesurer l’activation des protéines G et le recrutement de la 
βarrestine-2. Cette caractérisation nous a permis d’obtenir le profil de signalisation de ce 
récepteur capable d’activer les protéines Gαi/o, Gα12, Gα15 et de recruter la βarrestine-2. 
Des études sur MT1 avaient déjà montré que ce récepteur était capable d’activer les protéines 
Gαi, notamment grâce à leur capacité à inhiber la production d’AMPc dans la cellule. Ici, 
nous avons montré que MT1 est capable d’activer l’ensemble des protéines Gαi/o sensibles 
à la toxine Pertussis. MT1 était également connu pour activer la phospholipase C par le biais 
des protéines Gαq/11. Dans cette étude, nous avons pu démontrer que MT1 était capable 
d’activer la phospholipase C seulement via la protéine Gα15 et non Gαq ou Gα11 dans nos 
cellules HEK293. Pour la première fois, nous avons également montré une activation de la 
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protéine Gα12 par le récepteur MT1. La protéine Gα12 est importante puisqu’elle permet 
l’activation de la protéine RhoGEF impliquée dans la prolifération et la mobilité cellulaire 
(427). 
B. Caractérisation des variants naturels MT1 
Nous avons ensuite séquencé le gène codant pour MT1 chez 9393 personnes et révélé 32 
variants génétiques naturels de ce récepteur. Leur caractérisation en utilisant les mêmes 
expériences que pour le récepteur sauvage nous a alors permis de dévoiler des profils de 
signalisation identiques au sein des variants. En utilisant une méthode de factorisation 
matricielle, nous avons alors regroupé les variants en 5 groupes distincts dépendamment de 
leurs profils de signalisation. Le groupe 1 rassemble 19 variants avec un profil de 
signalisation similaire à celui du récepteur sauvage, mais les 4 autres contiennent des 
variants avec différents défauts de signalisation. En visualisant l’emplacement de ces 
variants sur notre nouveau modèle 3D de MT1, nous avons alors pu identifier des régions du 
récepteur impliquées spécifiquement dans l’activation de certaines protéines. Par exemple, 
nous avons pu observer que l’ICL2, la partie proche de la surface intracellulaire du TM1 et 
l’H8 étaient très importants pour le recrutement de la βarrestine-2, mais aussi pour 
l’activation des protéines Gα12 et Gα15. Ces 2 protéines semblent en effet avoir un profil 
d’activation différent des autres protéines G, mais proche de celui de la βarrestine-2. C’est 
la première fois qu’un lien entre ces protéines est reporté. Nous avons ainsi pu observer que 
la puissance qu’a MT1 à activer ou recruter les différentes protéines testées dans ce projet 
varie, avec une puissance (EC50) plus faible pour la βarrestine-2, la Gα12 et la Gα15 
comparativement aux protéines Gαi/o. Cette observation peut notamment expliquer l’effet 
plus délétère de certaines variations sur l’activation des protéines moins bien couplées 
comparativement aux protéines Gαi/o.  
Nous avons également observé que le milieu du TM3 (I112N) et la partie extracellulaire du 
TM6 (I257F) étaient importants pour la stabilisation de la forme active de MT1. La première 
de ces régions comporte le motif conservé chez les RCPGs ‘’PIF’’ connu pour être clé dans 
le changement conformationnel des récepteurs vers leur forme active. La seconde région se 
situe au niveau du TM6, un autre élément clé dans le changement conformationnel des 
RCPGs vers leur forme active. La variation I257F6.54 se situant à proximité du résidu 
conservé P2536.50, son effet drastique sur la signalisation de MT1 était prédictible.  
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Par la suite, il serait intéressant de simuler par dynamique moléculaire les effets de ces 
variations sur la stabilité de la forme active du récepteur afin de tester nos hypothèses. 
C. Discussion sur les limites de l’analyse de corrélation entre 
effets phénotypiques et prédictions informatiques 
Lors de l’analyse de la corrélation entre le score d’effet phénotypique (Average phenotypic 
effect) et le score d’action d’évolution (EA score), nous avons pu observer une phase de 
latence correspondant à un score phénotypique inférieur aux prédictions du EA score pour 
certains variants du groupe 1 ayant un EA score entre 40 et 60 environ (Figure 2). Cette 
phase de latence peut être expliquée par le fait que notre essai n’était peut-être pas assez 
sensible pour mesurer de faibles variations fonctionnelles.  
 
Figure 2. Score d’effet phénotypique en fonction du score d’action d’évolution. 
Représentation graphique de la corrélation entre score d’effet phénotypique et le score 
d’action d’évolution des 5 groupes de variants naturels de MT1. En violet, les membres du 
groupe 1 ayant un faible score d’effet phénotypique comparativement au score d’action 
d’évolution. 
 
IV. Discussion sur les liens entre les projets 2 et 3 
A. Discussion sur la comparaison des profils de signalisation 
des récepteurs MT1 et MT2 
Le point commun entre les projets 2 et 3 est la caractérisation des récepteurs MT1 et MT2 
sauvages en utilisant les différentes techniques citées précédemment, nous permettant 
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d’obtenir le profil de signalisation de ces 2 récepteurs. Il reste néanmoins difficile de 
comparer leurs profils puisque certaines techniques diffèrent entre les 2 récepteurs. De plus, 
la mesure de la phosphorylation de ERK et de la production d’AMPc n’a été réalisée que 
dans le cadre de l’étude sur le récepteur MT2. Ces différences peuvent être expliquées par le 
fait que l’étude sur MT2 est antérieure à l’étude sur MT1 et certains biosenseurs utilisés dans 
la caractérisation de ce dernier n’existaient alors pas. Ces 2 récepteurs étant impliqués dans 
des maladies et troubles parfois différents, il serait donc intéressant de refaire la 
caractérisation de ces 2 récepteurs de manière similaire afin de pouvoir les comparer, 
comprendre les rôles différents qu’ils jouent dans le développement des maladies et réfléchir 
aux stratégies qui pourraient être adoptées pour parer les défauts de signalisation associés. 
B. Discussion sur la comparaison des mécanismes d’activation 
des récepteurs MT1 et MT2 
Nous avons démontré dans le troisième projet de cette thèse qu’il était possible de révéler 
des mécanismes d’activation grâce à la caractérisation fonctionnelle de variants naturels. 
Ayant déjà obtenu la caractérisation fonctionnelle de variants MT2, il serait maintenant 
intéressant de réaliser un nouveau modèle 3D par homologie du récepteur MT2 et d’essayer 
de comprendre ses modes de fonctionnement de la même manière que le travail réalisé sur 
MT1. Ce travail pourrait ainsi permettre de comparer les mécanismes de ces 2 récepteurs qui 
sont proches, mais qui ont des profils de signalisation différents, dans le but final de pouvoir 
développer de nouvelles molécules capables d’activer, ou d’inhiber certaines voies 
spécifiques et sur un seul de ces 2 récepteurs. En attendant, nous pouvons nous baser sur les 
précédents modèles 3D de MT2.   
Au cours de ma thèse, nous avons identifié des régions spécifiques des récepteurs MT1 et 
MT2 importantes pour l’activation de la βarrestine-2 (figure 3). Lorsque nous comparons 
leurs positions au sein de ces deux récepteurs, nous pouvons voir que certaines de ces régions 
sont similaires et d’autres différentes. En effet, la région regroupant l’H8 et la partie proche 
de la surface intracellulaire du TM1 ainsi que la partie proche de la surface extracellulaire 
du TM1 et TM2 semblent importantes à la fois pour MT1 et MT2 afin de recruter 
efficacement la βarrestine-2 (Figure 3A et B). En revanche, la région de MT1 regroupant 
l’ICL2 et la partie proche de la surface intracellulaire du TM4 (Figure 3B) semble importante 
pour MT1 mais pas pour MT2, tout comme la partie proche de la partie médiane du TM3 et 
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la partie extracellulaire du TM6 (Figure 3C). La partie proche de la surface intracellulaire 
du TM6 (Figure 3-C), quant à elle, ne semble importante que pour MT2. Toutes ces 
informations semblent nous indiquer des mécanismes d’action semblables entre MT1 et 
MT2, mais avec des spécificités propres à chacun de ces deux récepteurs. Il reste néanmoins 
difficile de tirer des conclusions quant aux différences entre MT1 et MT2 puisque les 
variations génétiques ne sont pas les mêmes entre ces deux récepteurs. C’est pourquoi, même 
si des régions semblent plus importantes pour un récepteur que pour l’autre d’après notre 
caractérisation, ces différences pourraient seulement provenir de la position des variations 
génétiques ou de la nature même du changement d’acide aminé. Après avoir montré durant 
ma thèse que les analyses computationnelles étaient très efficaces afin de prédire l’effet de 
mutations, nous pourrions réutiliser cette technique afin de prédire les variations de MT1 sur 
MT2 et vice-versa. Nous pourrions ainsi identifier de manière plus précise les différences de 
mécanismes entre ces deux récepteurs. Néanmoins, la meilleure manière afin de pouvoir 
comparer les mécanismes de signalisation de ces 2 récepteurs serait de muter les mêmes 
résidus et de refaire une caractérisation fonctionnelle des mutants. 
 
Figure 3. Variants MT1 et MT2 ayant un défaut de recrutement de la βarrestine-2. 
Représentation sphérique des variants MT1 (Vert) et MT2 (Bleu) ayant des défauts majeurs 
de recrutement de la βarrestine-2 révélés lors des caractérisations fonctionnelles. Les figures 
A, B et C représentent 3 différents points de vue des récepteurs. 
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V. Conclusion générale 
En conclusion, cette thèse a permis de révéler une des premières interactions entre les MTRs 
et un transporteur, dans notre cas DAT, régulant ainsi son trafic vers la membrane cellulaire 
et donc la recapture de la dopamine de l’espace intersynaptique vers le neurone 
présynaptique. Nous avons également caractérisé fonctionnellement de manière précise les 
récepteurs MT1 et MT2 médiant la réponse de la MLT dans les cellules et avons identifié 3 
voies de signalisation de MT2 impliquées dans le développement du DT2. Nous avons 
également créé de nouveaux modèles 3D de MT1 inactif et actif et avons pu identifier des 
régions précises de MT1 importantes dans la signalisation spécifique des protéines Gα12, 
Gα15 et βarrestine-2. En outre, durant ma thèse, nous avons permis une avancée conséquente 
dans la compréhension des mécanismes régulant le système mélatoninergique ouvrant sur 
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Titre : Involvement of melatonin receptors in neurological disorders and type 2 diabetes and 
identification of key regions mediating MT1 functional selectivity. 
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Summary : Melatonin is a neurohormone mainly released from the pineal gland in a circadian 
manner acting through two G protein-coupled receptors (GPCRs) called MT1 and MT2. Melatonin 
regulates many important physiological functions. Regulation of dopamine (DA) and glucose levels 
are two of them but how they do this is not clear.  
Extracellular DA levels are mainly regulated by its transporter (DAT) which mediates DA re-
uptake into presynaptic nerve termini to prevent DA receptor hyperactivation in the presynaptic 
cleft. Consequently, we verified the role of DAT in the regulation of the DA system by melatonin. 
We showed that MT1 and MT2, by interacting with the immature non-glycosylated form of DAT 
retain DAT in the endoplasmic reticulum thus regulating DAT cell surface expression and DA 
reuptake. Consistently, mice with targeted deletion of MT1 and MT2 show markedly enhanced DA 
uptake in striatal synaptosomes and decreased amphetamine-induced locomotor activity. 
Collectively, we revealed here a molecular link between the melatonin and DA systems, which is 
based on the formation of a molecular complex between melatonin receptors and DAT. 
To better understand the role of melatonin on the regulation of glucose levels, we studied the 
involvement of genetic variants of MT2 in the development of type 2 diabetes (T2D). Previous 
studies showed that natural loss-of-function variants of MT2 associate with T2D risk. To determine 
more precisely the defective properties linked to T2D risk we monitored spontaneous and 
melatonin-induced activation of different signaling pathways by 40 MT2 variants. We show that 
defects in melatonin-induced Gαi and Gαz activation and spontaneous βarrestin-2 recruitment are 
most significantly associated to T2D risk. Experimental results correlated well with those predicted 
by evolutionary lineage analysis. This work will help to propose personalized treatments for MT2 
variant carriers to recover their defective responses. 
Sequencing of MT1 gene of 9393 individuals resulted in the identification of 32 natural MT1 
variants. MT1 wild-type and variants were functionally characterized in bioluminescence resonance 
energy transfer (BRET) assays. We showed that MT1 activates Gαi/o, Gα12 and Gα15 proteins and 
recruits βarrestin-2. Analyzes of results by non-linear matrix factorization revealed the existence 
of 5 clusters characterized by different signaling profiles. Computational homology modeling of 
the 3D model of MT1 helped to determine the impact of each variant on receptor activation and 
interaction with G proteins and βarrestin-2. Collectively, our data illustrate that natural variants are 
powerful tools to understand the molecular basis of GPCR function. 
Overall, this work contributes to our understanding of the function of melatonin receptors and 
highlights their importance in the regulation of the DA system and glucose homeostasis. Our results 
will open new, personalized therapeutic options for patient suffering from a defective DA system 
or T2D. 
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Résumé : La mélatonine est une neurohormone produite principalement par la glande pinéale de 
manière circadienne et agissant par l’activation de deux récepteurs couplés aux protéines G 
(RCPGs) appelés MT1 et MT2. La mélatonine régule de nombreuses fonctions physiologiques 
importantes. La régulation des niveaux de dopamine (DA) et de glucose en font partie mais nous 
ne savons pas clairement comment la mélatonine les régule. 
Les niveaux de DA extracellulaire sont principalement régulés par son transporteur (DAT) 
responsable de sa recapture dans les neurones présynaptiques afin de prévenir d’une 
hyperactivation des récepteurs dopaminergiques. Par conséquent, nous avons vérifié le rôle de DAT 
dans la régulation du système dopaminergique par le système mélatoninergique. Nous avons 
montré qu’en interagissant avec la forme immature non-glycosylée de DAT, MT1 et MT2 le 
retiennent dans le réticulum endoplasmique régulant ainsi son expression à la surface cellulaire et 
donc la recapture de la DA. De la même manière, les souris déficientes en MT1 ou MT2 ont montré 
une augmentation de la recapture de la DA dans les synaptosomes de striatum et une baisse de 
l’hypermotilité induite par l’amphétamine. Dans ce projet nous avons ainsi révélé un nouveau lien 
entre les systèmes mélatoninergiques et dopaminergiques basé sur la formation de complexes 
moléculaires entre les récepteurs de la mélatonine et DAT. 
Afin de mieux comprendre le rôle de la mélatonine dans la régulation des niveaux de glucose, nous 
avons ensuite étudié l’implication de variants génétiques de MT2 dans le développement du diabète 
de type 2 (DT2). Des études antérieures avaient montré que des variants naturels défectueux 
fonctionnellement étaient associés à un risque de développer le DT2. Afin de déterminer plus 
précisément les propriétés défectueuses en lien avec le DT2, nous avons mesuré l’activation 
spontanée et celle induite par la mélatonine de 40 variants MT2. Nous avons ainsi montré que des 
défauts d’activation des protéines Gαi et Gαz induite par la mélatonine et de recrutement spontané 
de la βarrestine-2 sont significativement reliés à un risque de développer le DT2. Les résultats 
expérimentaux corrélaient avec les prédictions de l’analyse sur le score d’évolution. Ce travail 
permettra de nouvelles avancées dans la recherche de traitements personnalisés pour les personnes 
portants les mutations sur MT2 afin qu’il retrouve une réponse non défectueuse. 
Le séquençage du gène codant pour MT1 chez 9393 personnes a permis l’identification de 32 
variants naturels MT1. Le récepteur MT1 sauvage et les variants ont ainsi été caractérisés grâce aux 
techniques de transfert d’énergie par résonnance de bioluminescence (BRET). Nous avons montré 
que MT1 active les protéines Gαi/o, Gα12 et Gα15 et recrute la βarrestine-2. L’analyse des résultats 
par factorisation matricielle non linéaire a révélé l’existence de 5 clusters caractérisés par différents 
profils de signalisation. La modélisation 3D par homologie de MT1 a permis de déterminer l’impact 
de chaque variant sur l’activation du récepteur et ses interactions avec les protéines G et la 
βarrestine-2. Ce projet a ainsi permis de démontrer que des variants naturels sont très intéressant 
afin de comprendre les mécanismes d’action des RCPGs. 
En résumé, ce travail contribue à la compréhension des fonctions des récepteurs à la mélatonine et 
souligne leur importance dans la régulation du système dopaminergique et de l’homéostasie 
glucidique. Nos résultats offrent de nouvelles perspectives dans la recherche de nouveaux 
traitements personnalisés pour les patients souffrant d’un dérèglement du système dopaminergique 
ou de DT2. 
